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INTRODUZIONE 
 
La maggior parte delle neoplasie epiteliali primitive tiroidee è di origine 
follicolare, più rare, invece, sono le forme ad insorgenza dalle cellule 
parafollicolari. 
La maggior parte dei tumori tiroidei è costituita da forme ben differenziate, 
più frequenti nei giovani-adulti, mentre quelle scarsamente differenziate o 
indifferenziate, sono più comuni nell'età avanzata (Murray, 1998; LiVolsi, 
1996; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Hedinger, 1988). 
Il carcinoma papillare (PTC) rappresenta l’80% di tutti i tumori maligni 
della tiroide, insorge prevalentemente tra i 20 e i 40 anni ed interessa con 
maggior frequenza il sesso femminile.  Generalmente ha un comportamento 
indolente, con una lunga sopravvivenza libera da malattia ed un’alta 
probabilità di guarigione; tende a metastatizzare prevalentemente per via 
linfatica. In alcuni casi e per alcune varianti istologiche il decorso diventa 
particolarmente aggressivo, con l’insorgenza di recidiva di malattia loco-
regionale e metastasi a distanza (LiVolsi, 1990; Meissner, 1958; Vickery, 
1985; Vickery, 1983; Mazzaferri 1977).  
La diagnosi istologica di tale tumore si basa unicamente sulle sue 
caratteristiche morfologiche nucleari, anche se negli ultimi anni un ruolo 
importante è stato conquistato dalla ricerca delle mutazioni tipiche del 
carcinoma papillare. Queste alterazioni geniche sono rappresentate dal 
riarrangiamento RET/PTC, dalle mutazioni di RAS e di BRAF. 
Quest’ultima, in particolare, si riscontra più frequentemente nelle varianti di 
PTC più aggressive, come quella a cellule alte, e presenta una stretta 
associazione con caratteristiche tumorali clinico-patologiche di maggior 
aggressività, quali un pattern di crescita di tipo infiltrativo, la tendenza 
all’invasione extratiroidea, l’interessamento linfonodale (Lupi, 2007; 
Giannini, 2007; Vasko, 2005; Xing, 2005), un maggior rischio di recidiva 
(Riesco-Eizaguirre, 2006; Kim, 2006) e, complessivamente, ad una 
maggiore mortalità (Fagin, 2008). 
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Da un punto di vista terapeutico esso è trattato perlopiù mediante un 
approccio di tipo chirurgico e, nei casi più aggressivi, con  radio-iodio 
terapia, con una buona sopravvivenza libera da malattia. 
In ogni caso però, le forme tumorali resistenti a tale terapia stanno 
aumentando nel tempo (Mazzaferri, 1994), insieme ad un crescente tasso di 
mortalità (Ries, 2006). 
Il carcinoma anaplastico (ATC) è invece la forma più rara di tumore della 
tiroide e rappresenta meno del 5% di tutti i tumori; interessa 
prevalentemente pazienti anziani, talora con una lunga storia di gozzo 
multinodulare. E’ un tumore indifferenziato con un comportamento 
estremamente aggressivo, che insorge de novo o in seguito a 
dedifferenziazione di un tumore differenziato, spesso a causa di una 
mutazione inattivante di p53. Si presenta clinicamente con una massa 
cervicale a rapida crescita e con sintomi da compressione ed infiltrazione. 
Spesso si manifesta con capsula già infiltrata e metastasi prevalentemente a 
livello polmonare. Per la sua aggressività e per le scarse possibilità 
terapeutiche, si associa ad una elevatissima mortalità. Da un punto di vista 
istologico presenta una marcata anaplasia cellulare con cellule epiteilali, 
fusiformi, giganti o combinazioni di questi aspetti; si riscontrano spesso 
forme bizzarre ed un elevato numero di mitosi. (LiVolsi 1990; Mazzaferri, 
1977) Esso si associa inoltre, con una frequenza pari al 25-50%, alla 
presenza della mutazione di BRAF V600E (Ricarte-Filho, 2009; Hou, 
2007). 
Un’alterazione della regolazione del controllo della densità cellulare può 
portare all'insorgenza di formazioni tumorali o a degenerazione d’organo. 
Il pathway Hippo è una via di trasduzione del segnale, inizialmente 
indentificata nella Drosophila, che regola il numero delle cellule 
modulandone la proliferazione, la morte e la differenziazione.  
Tale pathway, molto complicato, ha la possibilità di interagire, tramite 
alcuni dei suoi effettori, con numerose altre cascate geniche, comprese 
quelle maggiormente coinvolte nella genesi e sviluppo dei carcinomi 
tiroidei. 
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YAP1 (Yes-associated protein-1) è uno di questi effettori ed una sua 
iperespressione è stata collegata alla progressione tumorale ed a una ridotta 
sopravvivenza. L’iperespressione di YAP1 in un’ampia varietà di tumori 
solidi, quali il tumore esofageo, cervicale, epatico, gastrico ed il NSCLC e 
la sua associazione con una biologia tumorale più aggressiva ed una ridotta 
sopravvivenza, sono indicativi del fatto che YAP1 abbia un ruolo 
oncogenico ed anti-apoptotico in tali tipi tumorali, agendo a livello nucleare 
o citoplasmatico in base allo specifico tessuto. 
In realtà il ruolo di YAP-1 nelle diverse neoplasie è tuttora poco chiaro. 
Contrariamente all’iperespressione di YAP1 in molti tumori solidi, la sua 
perdita di funzione è stata osservata solamente nel tumore della mammella; 
esso è localizzato a livello del cromosoma 11q22-23, un locus che 
frequentemente va incontro a perdita di eterozigosi nel tumore della 
mammella.  
In tale neoplasia la perdita di 11q22-23 è stata associata ad una ridotta 
sopravvivenza, suggerendo come essa abbia un ruolo di soppressore 
dell’oncogenesi. 
Sembra quindi che YAP1 eserciti un duplice ruolo come oncogene ed 
oncosoppressore nella tumorigenesi umana, in relazione allo specifico 
tessuto coinvolto (Hai Wang, Yu-Chen Du, Xiao-jun Zhou, Hong Liu, 
Shou-Ching Tang 2013). 
Fenomeni di amplificazione genica del locus 11q22, comprendente il gene 
YAP1, sono stati riscontrati in molteplici tipi di tumori, per quanto ci siano 
limitate evidenze dirette riguardo il ruolo oncogenico di YAP1 endogeno 
all’interno dell’amplicone (Lorenzetto 2014). 
Recentemente Lee et al. 2013 hanno descritto che l'effetto oncogenico della 
mutazione V600E di BRAF è legato all'inibizione di MST-1, una chinasi del 
pathway Hippo, inibendo la cascata RASSF1A-MST1-FOXO3 nei tumori 
BRAF V600E mutati.  
Comunque lo status dell'espressione di YAP-1 nelle neoplasie tiroidee non è 
ancora stato dimostrato e neanche il suo ruolo biologico nel contesto di 
tumori BRAF mutati. 
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Lee et al. (2013) hanno descritto un’iperespressione di YAP-1 nei carcinomi 
tiroidei di tipo Papillare (PTC) ed Anaplastico (ATC), per quanto non sia 
stata ancora dimostrata in modo definitivo una correlazione certa tra questo 
tipo di alterazione genica e l’outcome della patologia tumorale. 
L’obiettivo di questo studio è stato quello di chiarire il potenziale ruolo di 
YAP-1 come marker prognostico e la sua associazione con il tumore della 
tiroide. Tale studio è stato condotto nella sezione di Anatomia patologica 
del centro di riferimento endocrinologico italiano dell’Università di Pisa. 
Il lavoro si è basato sulla valutazione dell’espressione di YAP-1, mediante 
tecniche di immunoistochimica, in un’ampia serie di casi di carcinoma 
tiroideo con un lungo follow up clinico.  
A tale scopo sono stati considerati 105 pazienti precedentemente sottoposti 
a tiroidectomia tra il 1985 ed il 1992. Il follow up medio dopo l’intervento è 
stato di 15 anni e, per ciascun paziente, sono state prese in esame le 
caratteristiche clinico-patologiche; tutti i pazienti hanno completato lo 
studio.  
Dei 105 tumori esaminati , 77 sono risultati positivi per l’espressione di 
YAP-1 e, tra questi, 68 casi di PTC e 9 di ATC. 
Al termine di tale lavoro è stata valutata la correlazione tra l’espressione di 
YAP-1 e le caratteristiche clinico-patologiche del carcinoma tiroideo; tale 
correlazione è risultata significativa rispetto ad alcuni dei parametri di 
maggior importanza prognostica, come la presenza di invasione 
extratiroidea.   
Si è visto inoltre che l’espressione di tale gene si associa significativamente 
anche alla persistenza ed al decesso per malattia.   
In conclusione, tali dati mostrano una stretta correlazione tra YAP-1 e 
caratteristiche clinico-patologiche prognostiche del tumore tiroideo, che 
potrebbero avere uno specifico impatto sull’outcome di malattia. 
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LA TIROIDE 
 
Embriogenesi 
 Lo sviluppo embriologico della ghiandola tiroidea inizia verso la quarta 
settimana di gestazione, con la comparsa di un ispessimento endodermico a 
livello del pavimento della faringe; successivamente la ghiandola migra in 
basso raggiungendo la sua posizione definitiva, anteriore alla trachea, 
intorno alla settima settimana di sviluppo (Hoyes, 1985; Kingsbury, 1935; 
Dionigi, 2011; Pensa-Favaro, 1970). 
Nel corso della sua evoluzione la tiroide rimane connessa alla superficie 
linguale mediante il dotto tireoglosso che si apre a livello del forame ceco, 
situato al vertice del V linguale. 
Generalmente il dotto va incontro a completa atrofizzazione entro il quarto 
mese di gravidanza, ma la sua porzione caudale può persistere e dare origine 
al lobo piramidale della tiroide; possono inoltre permanere residui cellulari 
lungo il percorso, dai quali si sviluppano aree di tessuto ectopico, quali la 
cosiddetta tiroide linguale. Quest’ultima rappresenta la forma di ectopia 
tiroidea più frequente e può costituire anche l’unica tiroide presente nel 
paziente (Pensa-Favaro, 1970; Murray, 1998; Hoyes, 1985). 
Nel neonato o nella prima infanzia si può riscontrare la presenza di una cisti 
del dotto tireoglosso, dovuta alla permanenza di tessuto tiroideo lungo il 
dotto, che, raramente, può andare incontro a fenomeni infiammatori, 
fistolizzarsi oppure divenire sede d’insorgenza di un carcinoma papillare 
tiroideo (Murray, 1998; Hoyes, 1985). 
Durante lo sviluppo, due abbozzi laterali, derivanti dal quarto e quinto arco 
branchiale, si fondono con l’abbozzo mediano della tiroide, formando così i 
lobi laterali; dall’ultimo arco branchiale prendono invece origine le cellule 
parafollicolari o cellule C, che si sviluppano nel contesto follicolare dei lobi 
laterali (Kingsbury, 1935; William, 1989).  
Tali cellule migrano nei due terzi superiori e laterali dei lobi tiroidei e 
nell’adulto rimangono limitate alle aree postero-superiori-mediane della 
ghiandola (Henry, 1997). 
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Tra la decima e la dodicesima settimana di gestazione, le cellule embrionali 
della tiroide, di natura endodermica, assumono un’organizzazione 
follicolare ed acquisiscono la capacità di captare ed organificare lo iodio, 
cominciando a secernere gli specifici ormoni: tiroxina (T4) e triiodotironina 
(T3) (Dionigi, 2011). 
 
Anatomia 
La tiroide è un organo impari, mediano, a forma di ferro di cavallo, adagiato 
sui primi anelli tracheali e sulla laringe (Pensa-Favaro, 1970).  
Presenta una superficie anteriore convessa ed una posteriore concava; è 
composta da due lobi laterali, piriformi, con apice superiore, uniti sulla linea 
mediana da un tratto di congiunzione definito istmo, a livello della 
cartilagine cricoidea e dei primi due anelli tracheali. 
Dal margine superiore dell’istmo si diparte, in circa il 50% dei casi, il 
cosidetto lobo piramidale o piramide del Morgagni, che sale verso l’alto e 
ripete il decorso del dotto tireoglosso, di cui rappresenta il residuo (Pensa-
Favaro, 1970). 
La tiroide prende rapporto anteriormente con la fascia cervicale media ed i 
muscoli sottojioidei, lateralmente con il fascio vascolo-nervoso del collo, 
mentre i margini posteriori dei lobi laterali giungono in rapporto con 
l’esofago. I rapporti con le cartilagini laringee sono responsabili dei 
movimenti che la ghiandola compie durante la deglutizione (Pensa-Favaro, 
1970). 
Alla nascita pesa circa 1g e raggiunge il suo peso definitivo (15-20g) verso i 
15-20 anni di età; presenta una lunghezza media di 5-6 cm, larghezza di 2-3 
cm ed uno spessore di circa 1-2 cm (Dionigi, 2011; Pensa-Favaro, 1970). 
La tiroide ha una superficie liscia, colorito rosso-bruno e consistenza molle. 
Presenta esternamente una capsula fibrosa propria, a sua volta circondata da 
un ulteriore involucro, la guaina peritiroidea, che la fissa lateralmente alla 
guaina fibrosa del fascio vascolo-nervoso del collo (Pensa-Favaro, 1970). 
Dalla capsula esterna si dipartono sepimenti di tessuto connettivo che 
suddividono la ghiandola in lobuli, ciascuno dei quali è vascolarizzato da 
un’arteria lobulare, da cui si origina la ricca rete vascolare che circonda i 
singoli follicoli. 
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I follicoli che costituiscono i lobuli, sono strutture vescicolari di dimensioni 
variabili e forma sferica, composti da una lamina propria sulla quale poggia 
un singolo strato di cellule epiteliali, e che racchiudono una cavita ripiena di 
colloide (Fig.1). 
Le cellule follicolari, o tireociti si presentano di varia altezza a seconda della 
fase funzionale, con citoplasma chiaro e nucleo piccolo, rotondo con 
cromatina omogeneamente distribuita (Pensa-Favaro, 1970). 
La colloide è una sostanza amorfa, omogenea, ricca di iodio, composta in 
prevalenza da tireoglobulina, ma in cui si trovano anche materiale 
glicoproteico, enzimi proteolitici e cristalli di ossalato di calcio che tendono 
ad aumentare con l’età (Murray, 1998; MacMahon, 1968; Reid, 1987). 
 Alla base dei follicoli, strettamente addossate al versante interno della 
membrana basale, si trovano le cellule parafollicolari, responsabili della 
secrezione della calcitonina, ormone deputato alla regolazione della 
calcemia. 
Tali cellule si presentano di forma poligonale, voluminose e contenenti 
granuli neurosecretori citoplasmatici, colorabili con i metodi all’argento o 
visibili in microscopia elettronica (Heimann, 1966; Klinck, 1970); data la 
difficoltà nel  riconoscere tali cellule con le comuni colorazioni, queste 
possono essere messe in evidenza mediante tecniche di immunoistochimica 
con anticorpi anti-CT (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Gibson, 
1989; Gibson, 1982;Wolfe, 1975). 
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(Fig. 1. Follicolo tiroideo) 
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Patologie tiroidee benigne 
 
Gozzo 
Si definisce gozzo una condizione caratterizzata da un ingrandimento della 
tiroide, che può essere sia diffuso che nodulare (Murray, 1998; LiVolsi, 
1990). Tale aumento di volume si verifica come meccanismo di compenso 
ad una ridotta produzione di ormoni da parte della tiroide, con conseguente 
attivazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide volta alla stimolazione, 
mediante TSH, della ghiandola (Murray, 1998; LiVolsi, 1990). 
Le condizioni patologiche che possono portare alla formazione di gozzo 
sono molteplici. 
La causa più frequente di un gozzo non tossico, ovverosia non associato ad 
un aumento di ormoni tiroidei in circolo, risulta essere la carenza di iodio 
nella dieta. 
Questa forma di gozzo da carenza iodica può essere distinto in endemico, 
quando è interessato più del 10% della popolazione, o altrimenti sporadico. 
Dal punto di vista cito-istologico le due forme presentano caratteristiche 
simili: iperplasia, accumulo di colloide chiara extrafollicolare,  presenza di 
formazioni nodulari e di follicoli collassati circondati da un  unico strato di 
cellule piccole e scure. Tale gozzo può nel tempo acquisire autonomia 
funzionale ed evolvere in una forma di gozzo tossico (Murray, 1998; 
LiVolsi, 1990). 
Una forma di gozzo tossico diffuso è invece rappresentata dalla malattia di 
Graves-Basedow, caratterizzata dalla coesistenza di ipertiroidismo, 
oftalmopatia e mixedema pretibiale. 
In questa patologia si riscontra nel siero dei pazienti la presenza di anticorpi 
stimolanti il recettore per la tireotropina ed è frequente l’associazione con 
aplotipi del sistema HLA (HLA B8, -DR3). 
Le cellule follicolari appaiono impilate a formare delle papille protrudenti 
nel lume follicolare, mentre tra i follicoli e nell’interstizio si riscontra un 
infiltrato linfocitario (Watson, 1994). 
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Tiroiditi 
Le tiroiditi sono malattie infiammatorie della tiroide e vengono usualmente 
classificate in acute, subacute e croniche. Tutte le forme di tiroidite sono 
caratterizzate da un diffuso ingrandimento della tiroide con o senza dolore, 
dalla presenza di sintomi compressivi e da alterazioni della funzione tiroidea 
(Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Volpe, 1976). 
Le forme acute sono conseguenti ad infezioni batteriche ed interessano 
principalmente pazienti immunodepressi, portatori di malformazioni quali 
una fistola del seno piriforme o che hanno subito un trauma diretto. Si 
caratterizzano per l’interessamento di un solo lobo, con febbre, dolore ed 
arrossamento superficiale del collo. 
Le forme subacute, come la tiroidite di De Quervain, hanno invece eziologia 
virale, in genere secondaria ad infezione delle prime vie aeree; sono 
caratterizzate dalla distruzione dei follicoli tiroidei a cui segue un processo 
di rigenerazione e sostituzione fibrosa con involuzione della ghiandola. 
Tra le tiroiditi croniche: tiroidite di Hashimoto, tiroidite di Riedel e tiroiditi 
croniche non specifiche (Murray, 1998; LiVolsi, 1990).  
La tiroidite di Hashimoto, o tiroidite autoimmune linfocitica, è la forma più 
frequente; si caratterizza per la presenza di autoanticorpi anti tireoglobulina, 
anti tireoperossidasi, anti antigeni colloidali ed anti ormoni tiroidei, 
responsabili della progressiva distruzione del parenchima ghiandolare 
(Weetman, 1992). 
Tale patologia si manifesta con maggior frequenza nel sesso femminile e si 
esprime clinicamente con un’iniziale fase di ipertiroidismo, legata alla 
liberazione di ormoni tiroidei preformati in seguito al danno ai tireociti, e da 
un successivo stato di ipotiroidismo clinico o subclinico, per la perdita del 
parenchima tiroideo (Fisher, 1976; Vickery, 1961). 
Macroscopicamente la ghiandola si presenta simmetricamente aumentata di 
dimensioni; la superficie di taglio appare irregolare, liscia e di colorito 
roseo. 
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L’aspetto microscopico è caratterizzato dalla presenza di un infiltrato 
linfoplasmacellulare, centri germinativi linfocitari, atrofia follicolare e 
metaplasia a cellule di Hürthle’s (LiVolsi, 1990; Fisher, 1976; Vickery, 
1961).  
L’infiltrato linfocitario è costituito in uguale percentuale da linfociti T e B, 
mentre le cellule di Hürthle’s mostrano spesso segni di focale atipia con 
nuclei slargati, nucleoli prominenti e figure mitotiche. 
Nel contesto infiammatorio della tiroidite di Hashimoto può insorgere il 
carcinoma papillare tiroideo. 
 
 
NEOPLASIE DELLA TIROIDE 
 
I tumori della tiroide vengono distinti in primitivi (epiteliali e non epiteliali) 
e secondari (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Hedinger, 1988); le 
forme primitive epiteliali traggono origine sia dalle cellule follicolari che 
quelle parafollicolari, mentre le neoplasie primitive non epiteliali 
costituiscono delle vere eccezioni e i più conosciuti tra questi sono i linfomi 
maligni e alcuni tumori di origine mesenchimale (Murray, 1998; Rosai, 
1992; Livolsi, 1990, Hedinger, 1988). 
La maggior parte dei tumori epiteliali tiroidei primitivi è di origine 
follicolare ed include: adenoma e carcinoma follicolare, a cellule di Hürtle’s 
e non a cellule di Hürtle’s, carcinoma papillare, carcinomi scarsamente 
differenziati, come l’insulare, e carcinoma anaplastico. 
Più raramente insorgono invece: il carcinoma midollare, ad origine dalle 
cellule C, tumori misti che originano sia dalle cellule follicolari che dalle 
cellule “C” ed il carcinoma tiroideo squamoso Murray, 1998; Rosai, 1992; 
Livolsi, 1990, Hedinger, 1988). 
 
 
 
 
 
 
15 
 
Neoplasie benigne 
 
L’adenoma follicolare si presenta come una lesione nodulare isolata e 
localizzata, ben capsulata, generalmente non funzionante.  
All’esame microscopico l’adenoma può essere definito completamente a 
cellule di Hürthle’s o non a cellule di Hürthle’s, oppure può essere costituito 
da un misto dei due tipi cellulari; a seconda del pattern di crescita e delle 
caratteristiche cellulari, esso può essere distinto in normofollicolare, 
microfollicolare, macrofollicolare, trabecolare o solido.  
Le cellule di Hürthle’s al microscopio si presentano con citoplasma 
abbondante, granulare ed eosinofilo e nuclei vescicolari con prominenti 
nucleoli, mentre gli adenomi non a cellule di Hürthle’s sono composti da 
cellule piccole, rotonde e con piccoli nucleoli (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; 
Rosai, 1992).  
Altre varianti, più rare, sono: l’adenoma follicolare atipico, l’adenoma ialino 
trabecolare e l’adenoma follicolare con cellule ad anello con castone. 
Per formulare diagnosi di adenoma follicolare non è sufficiente un campione 
cellulare raccolto mediante agoaspirato, è necessario bensì un esame 
istologico dopo asportazione chirurgica del nodulo, in quanto la diagnosi 
differenziale con il carcinoma follicolare si basa su caratteristiche 
architetturali, quali l’invasione capsulare o vascolare, e non su criteri 
morfologici (Pinchera, 2003). 
 
Neoplasie maligne 
 
Le neoplasie tiroidee clinicamente evidenti costituiscono meno del 15% di 
tutte le neoplasie umane e solo raramente sono causa di morte (Murray, 
1998; LiVolsi, 1996;  Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Ron 1982; Taylor, 1979). 
L’incidenza annuale del cancro tiroideo nel mondo è compresa in un range 
tra 0.5 e 10 casi per 100,000 abitanti; l’incidenza media è aumentata dagli 
anni 70’ al 2002 in ogni Paese, tranne in Svezia dove si è ridotta di circa il 
18%. 
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La razza maggiormente colpita risulta essere quella caucasica; l’ incidenza 
minore si riscontra invece nella razza nera (National Cancer Institute, 2006). 
Il cancro tiroideo colpisce circa tre volte più frequentemente le donne 
rispetto agli uomini; questo dato è valido per una popolazione adulta, in 
quanto al contrario nell’anziano i noduli tiroidei tendono ad essere con 
maggiore frequenza più maligni negli uomini (Murray, 1998; Livolsi, 1996; 
Livolsi, 1990). 
La maggior parte dei tumori tiroidei è costituita da  tumori ben differenziati,  
più frequenti nei giovani-adulti, mentre i tumori scarsamente differenziati o 
indifferenziati, come gli anaplastici, sono più comuni nell’età avanzata 
(Murray, 1998; LiVolsi, 1996; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Hedinger, 1988). 
Le neoplasie tiroidee ben differenziate sono note per il comportamento 
biologico relativamente benigno e per l’eccellente prognosi: la 
sopravvivenza a 5 anni è del 90% per gli uomini e del 94% per le donne 
(Papageorgiou, 2010). 
Tubiana et al. hanno osservato per un arco di tempo di 8-10 anni 546 
pazienti affetti da carcinoma tiroideo ben differenziato, giungendo alla 
conclusione che l’età al momento della diagnosi rappresenta uno dei più 
importanti fattori prognostici. Tumori diagnosticati in pazienti con un’età 
inferiore ai 45 anni hanno mostrato una minore tendenza alla recidiva post 
chirurgia ed una maggiore sopravvivenza totale. 
Altri fattori prognostici sono l’istotipo tumorale, il sesso del paziente e la 
presenza di metastasi linfonodali. 
Il carcinoma tiroideo anaplastico è un tumore indifferenziato, fortemente 
aggressivo, a rapida crescita, tanto che, anche le terapie disponibili più 
efficaci permettono una sopravvivenza superiore all’anno solo nel 5% dei 
pazienti (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Carcangiu, 1985). 
Nonostante i vari tentativi di classificare tutto l’ampio spettro di tumori 
tiroidei, esiste un gruppo di neoplasie, costituito dai cosiddetti tumori poco 
differenziati, che non è stato ancora precisamente collocato.  
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La maggior parte dei tumori collocati in questa categoria mostra una 
probabile origine follicolare e la perdita di specifici patterns morfologici; il 
loro comportamento clinico ha caratteristiche intermedie tra quello dei 
tumori ben differenziati e del carcinoma anaplastico (Sakamoto, 1983).   
 
Carcinoma papillare (PTC) 
Il carcinoma papillare è un tumore maligno tiroideo ben differenziato, che 
origina dall’epitelio follicolare e mostra un set di specifiche alterazioni 
nucleari; benché questa neoplasia debba il suo nome al pattern di crescita 
più frequentemente riscontrato, che è quello papillare, la presenza di papille 
non è un elemento imprescindibile per fare diagnosi. 
Negli Stati Uniti l’incidenza annuale è triplicata negli ultimi 30 anni: si è 
passati da 2.7 casi su 100,000 abitanti nel 1973 a 7.9 casi su 100,000 nel 
2003 (Kingsbury, 1935; Hoyes, 1985). 
La frequenza del tumore varia a seconda dell’etnia di appartenenza: in 
Occidente il carcinoma papillare rappresenta l’85.3% delle neoplasie 
tiroidee maligne nei soggetti di razza caucasica ed il 72.3% negli 
afroamericani; in Giappone il carcinoma papillare costituisce il 93% di tutti 
i carcinomi tiroidei (Ito, 2009). 
Le donne vengono colpite più frequentemente dal carcinoma papillare, con 
un rapporto d’incidenza donne-uomini di 3:1; il picco di incidenza si ha 
nella quinta decade per le donne ed intorno alla sesta, settima decade per gli 
uomini, con un’età media alla diagnosi di 46 anni. 
I carcinomi papillari rappresentano inoltre la maggior parte dei tumori 
dell’età pediatrica (Murray, 1998; LiVolsi, 1990). Raramente forme di 
cancro papillare sono state diagnosticate come congenite e sempre più 
spesso si sta rendendo evidente la predisposizione familiare  per questo tipo 
di neoplasia (Stigt, 1996) 
Il PTC è un tumore caratterizzato da un comportamento indolente con una 
lunga sopravvivenza libera da malattia ed un’alta probabilità di guarigione 
(LiVolsi, 1990; Meissner, 1958; Vickery, 1985; Vickery, 1983; Mazzaferri, 
1977). 
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Esistono tuttavia alcune varianti istologiche di PTC, come quella a cellule 
alte, che mostrano un comportamento clinico più aggressivo, con precoce 
disseminazione a distanza e compromissione dello stato generale del 
paziente fino all’exitus (Murray, 1998, LiVolsi, 1990; Mazzaferri, 1977; 
Rosai, 1992). 
In genere la principale via di metastatizzazione del PTC è quella linfatica, si 
può però riscontrare anche invasione vascolare nelle varianti a cellule alte e 
follicolare (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Mazzaferri, 1977; Rosai, 1992) 
 
Fattori di rischio per lo sviluppo del carcinoma papillare  
La maggior parte dei tumori papillari tiroidei è di origine sporadica; i casi 
con familiarità hanno destato interesse negli ultimi anni. 
Tra i fattori di rischio connessi all’insorgenza del PTC si riscontrano: 
l’esposizione alle radiazioni ionizzanti, una dieta ad alto contenuto di iodio, 
patologie tiroidee benigne preesistenti, fattori ormonali e predisposizione 
ereditaria. 
Radiazioni ionizzanti 
L’esposizione alle radiazioni ionizzanti rappresenta il fattore di rischio più 
conosciuto per lo sviluppo del carcinoma papillare; sia l’irradiazione con 
raggi X che con radiazioni γ nell’infanzia determina un aumento del rischio 
di tumore negli anni successivi. 
L’esposizione del soggetto può derivare da cicli di radioterapia per il 
trattamento di patologie benigne e maligne, quali neoplasie del distretto 
testa-collo o linfomi di Hodgkin, ma può anche rappresentare il risultato 
dell’uso di armi nucleari di distruzione di massa o di esplosioni di reattori 
nucleari. Il rischio di sviluppare la neoplasia nella fanciullezza o 
nell’adolescenza dipende dal tipo di fonte radioattiva, dall’età al momento 
dell’esposizione  e dalla durata della stessa; in genere il rischio aumenta da 
5 a 9 volte per ogni Gy di radiazione. 
Il carcinoma papillare tiroideo indotto da radiazioni presenta spesso un 
modello di crescita  solido (variante solida del carcinoma papillare). 
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I meccanismi molecolari alla base della carcinogenesi radiazione-associata 
si risolvono principalmente in forme di riarrangiamento cromosomico come 
RET/PTC, stimolato dall’ assimilazione eccessiva di iodio; invece 
mutazioni puntiformi, quali BRAF e RAS, sono rare in tumori che originano 
in questo modo.        
Dieta ad alto contenuto di iodio 
L’incidenza del carcinoma papillare appare maggiore nelle regioni con un 
alto apporto di iodio nella dieta, come in Iceland, Giappone e le isole del 
Pacifico. 
Patologie benigne preesistenti  
La presenza di un adenoma tiroideo o di gozzo multinodulare aumenta il 
rischio di carcinoma tiroideo rispettivamente di 29 e di 9 volte. I 
meccanismi genetici alla base dell’associazione tra patologie tiroidee 
benigne e carcinoma papillare non sono ancora completamente chiariti; le 
mutazioni del gene RAS, spesso presenti nell’adenoma tiroideo, come 
l’iperplasia cellulare, caratteristica di alcuni noduli nel gozzo multinodulare, 
potrebbero predisporre alla trasformazione maligna. 
Rimane ancora oltremodo controversa l’associazione tra carcinoma papillare 
e due patologie tiroidee benigne, quali il Morbo di Graves e la tiroidite di 
Hashimoto. La situazione con la tiroidite di Hashimoto è particolarmente 
confusa, perché le alterazioni delle cellule epiteliali nell’ambito 
dell’infiammazione cronica sono spesso difficili da distinguere dalle 
alterazioni cellulari caratteristiche del carcinoma papillare; alcuni recenti 
studi hanno rilevato la presenza del riarrangiamento RET/PTC anche nelle 
ghiandole affette da tiroidite cronica. 
Fattori ormonali 
Alcuni studi hanno rilevato un lieve incremento del rischio di carcinoma 
papillare nelle donne che vanno incontro ad aborto spontaneo nel corso della 
prima gravidanza, così come in quelle con menopausa indotta 
artificialmente e in quelle che fanno uso di contraccettivi orali. 
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Fattori ereditari 
Il rischio di sviluppare il carcinoma papillare tiroideo è da 5 a 9 volte più 
alto, rispetto alla popolazione generale, nei soggetti con parenti di primo 
grado che hanno avuto un carcinoma tiroideo. 
 
I carcinomi papillari familiari sono distinti in due gruppi: uno, dove il 
carcinoma tiroideo, associato alla presenza di tumori in altri distretti, rientra 
nell’ ambito di sindromi ereditarie “multicancerose”; l’altro, caratterizzato 
dalla sola presenza di più casi di carcinoma papillare tiroideo nello stesso 
contesto familiare. La natura ereditaria del carcinoma papillare può essere 
stabilita con certezza, quando tre o più parenti di primo grado sviluppano il 
tumore tiroideo. Le neoplasie familiari risultano più comunemente 
multifocali e si presentano in associazione con la patologia tiroidea nodulare 
benigna, ma tipicamente non differiscono dai tumori tiroidei sporadici. 
Per le forme familiari sono stati identificati e mappati diversi loci ,le cui 
alterazioni potrebbero essere all’origine del tumore, anche se i geni 
corrispondenti non sono stati ancora identificati. Tali loci sono: un locus sul 
cromosoma 19p13.2, legato al carcinoma papillare; un altro sul cromosoma 
1q21, legato al carcinoma papillare tiroideo, associato al carcinoma 
papillare tiroideo renale; un locus sul cromosoma 2q21 legato al carcinoma 
tiroideo familiare che insorge su un gozzo multinodulare. 
 
Patologia del carcinoma papillare tiroideo 
 Il carcinoma papillare si può presentare in varie dimensioni e forme 
(Meissner, 1958; Carcangui, 1985). La dimensione del tumore può variare 
da poco meno di un centimetro, microcarcinoma papillare, fino ad una 
massa neoplastica che si estende oltre i confini della ghiandola tiroidea 
(Meissner, 1958; Carcangiu, 1985; Chan, 1990); i tumori di maggiori 
dimensioni sono più frequenti nel sesso femminile. 
All’esame macroscopico il tumore può presentarsi come un’area cicatriziale 
irregolare oppure come un nodulo solido, come una massa organizzata in 
papille, come un nodulo completamente cistico oppure come l’insieme di 
tutti questi quadri. 
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Al microscopio ottico, il PTC mostra tre differenti patterns di crescita: 
1. pattern caratterizzato dalla presenza di papille composte da un asse 
fibrovascolare centrale delineato dalle cellule tumorali; 
2. pattern di crescita unicamente follicolare: microfollicolare, macrofollicolare 
o un insieme di entrambi i quadri; 
3. pattern di crescita con aspetti papillari e follicolari (Meissner, 1958; 
Carcangiu, 1985; Chan, 1990).  
In accordo con l’Organizzazione Mondiale per la Salute, la diagnosi 
istologica del PTC si basa sulle “caratteristiche alterazioni nucleari” 
(Hedinger, 1988). 
Le cellule del carcinoma papillare tiroideo hanno una forma ovale ed 
allungata, dovuta alle alterazioni nucleari che essenzialmente sono: 
 la presenza di nuclei “ground glass”, “a vetro smerigliato”; 
 “nuclear grooves”, incisure nucleari; 
 inclusioni intranucleari. 
I nuclei delle cellule tumorali, per la presenza di cromatina chiara e disposta 
marginalmente lungo la membrana nucleare, prendono il nome di “nuclei 
dell’orfanella Annie” (Hapke, 1979), facendo riferimento agli occhi chiari 
della protagonista di un prodotto di animazione degli anni 80’. 
Con l’aiuto della microscopia elettronica, sono stati dimostrati i 
cambiamenti nella distribuzione della cromatina e delle ribonucleoproteine 
all’interno del nucleo e in più la deposizione perinucleare di vimentina e 
desmina (Johannessen, 1978; Echeverria, 1998); proprio tali modificazioni, 
intra e perinucleari, sarebbero responsabili della caratteristica definizione 
“nuclei a vetro smerigliato” delle cellule del carcinoma papillare tiroideo 
(Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Rosai, 1992; Hapke, 1979, Johannessen, 
1978; Echeverria, 1998). 
Le altre due principali alterazioni nucleari, le incisure e le inclusioni 
nucleari, derivano da anomali ripiegamenti della membrana nucleare; le 
prime appaiono come delle pieghe parallele all’asse longitudinale del 
nucleo, le inclusioni o “ pseudoinclusi” sembrano invece “buchi”nucleari 
con bordi netti (Chan, 1986; Deligeorgi-Piloti, 1987; Scopa, 1993). 
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Nei carcinomi papillari, soprattutto in quelli con un quadro di crescita 
papillare, si possono rinvenire strutture calcifiche, lamellari e concentriche, 
conosciute con il nome di corpi psammomatosi (Meissner, 1958; Vickery, 
1983, Vickery, 1985; Rosai, 1983; Carcangui, 1985). 
Queste formazioni sembrerebbero patognomoniche del PTC, anche se in 
realtà se ne può riscontrare la presenza anche in caso di adenoma follicolare 
e di altre patologie benigne (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Rosai, 1992). I 
corpi psammomatosi originano dalla deposizione di calcio a livello delle 
cellule necrotiche presenti al vertice delle papille; dunque la struttura 
lamellare è il risultato di ripetuti cicli di morte cellulare seguiti 
dall’accumulo di materiale calcifico (Murray, 1998, LiVolsi, 1990; Rosai, 
1992; Rosai, 1983). E’ stato dimostrato che nelle vicinanze dei corpi 
psammomatosi vi sono dei macrofagi che esprimono osteopontina-mRNA, 
che potrebbe giocare un ruolo chiave nello sviluppo di queste strutture 
(Tunio GM, 1998). 
Il versante di infiltrazione neoplastica è evidenziato alla periferia della 
massa tumorale principale dalla presenza di fibrosi (Murray, 1998; LiVolsi, 
1990; Rosai, 1992; Rosai, 1983). 
Nel 45% dei casi si possono riscontrare all’interno del PTC aree di 
differenziazione squamosa (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Rosai, 1992; 
Rosai, 1983). 
A livello del margine tumorale invasivo possiamo rilevare la presenza di un 
infiltrato infiammatorio linfocitario, che può essere estensivo e 
rappresentare, come in altre neoplasie, una risposta dell’ospite al tumore 
(Murray, 1998; LiVolsi, 1990; LiVolsi, 1992; Rosai, 1992). 
La via preferenziale di diffusione del carcinoma papillare è rappresentata 
dalla via linfatica, all’interno ed all’esterno della ghiandola (Murray, 1998; 
LiVolsi, 1990; Rosai, 1992; LiVolsi, 1996; LiVolsi, 1992; Russel, 1963). 
Mentre alcuni patologici ritengono che la diffusione linfatica 
intraghiandolare sia responsabile della frequente presentazione multicentrica 
del tumore papillare, altri autori credono che i singoli foci tumorali abbiano 
origine da cloni separati (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Rosai, 1992).  
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Fialkow et al. e Hicks et al., utilizzando tecniche enzimatiche e di biologia 
molecolare, ipotizzarono che i tumori papillari tiroidei fossero di origine 
monoclonale (Hicks, 1990). 
Sugg et al. in altri studi dimostrarono che la maggior parte dei tumori 
multifocali esaminati avevano differenti riarrangiamenti RET/PTC, 
suggerendo un’origine indipendente, mentre solo pochi casi avevano un 
profilo genetico simile, suggerendo un’origine comune dei focolai tumorali, 
a partire da un’unica massa che si era estesa per diffusione interna (Sugg, 
1998). Alla fine di questi studi non si è potuta stabilire se la multifocalità del 
carcinoma papillare è dovuta alla diffusione per via linfatica intrghiandolare 
a partire dallo stesso tumore o alla presenza di tumori primari indipendenti. 
Proprio a causa di tale presentazione multicentrica molti chirurghi in caso di 
carcinoma tiroideo papillare preferiscono la tiroidectomia totale a quella 
parziale (Demeure, 1990). 
Le metastasi ai linfonodi regionali, i linfonodi latero cervicali e del 
compartimento centrale, si riscontrano dal 42 al 90% dei casi di carcinoma 
papillare tiroideo (Mazzaferri, 1977); si può avere invasione vascolare nel 
7% dei casi e la presenza di metastasi a distanza all’osso e al polmone dal 5 
al 7 % dei casi (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Rosai, 1992; Hoie,1988; 
Ruegemer, 1988). 
 
Immunoistochimica 
La maggior parte dei tumori papillari esprime la tireoglobulina 
(Permanetter, 1982). 
Diversi studi hanno dimostrato che il carcinoma papillare possiede dei 
profili d’espressione delle citocheratine differenti rispetto al tessuto tiroideo 
normale o alle altre lesioni di derivazione follicolare (Baloch, 1999, Buley, 
1987; Raphael, 1994; Dockhorn-Dvornickzak, 1987). La citocheratina-19 
può essere utilizzata per distinguere il PTC da altre lesioni di derivazione 
follicolare come l’iperplasia papillare, l’adenoma follicolare ed il carcinoma 
follicolare (Baloch, 1999; Raphael, 1994; Fonseca, 1997). 
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Tuttavia questa citocheratina si può rilevare anche in focolai di metaplasia 
squamosa ed in aree di degenerazione cellulare presenti nel contesto di 
noduli benigni o della tiroidite di Hashimoto (Baloch, 1999). 
Altri antigeni studiati nel carcinoma papillare sono: S-100, un marker 
neuroendocrino, i recettori per gli estrogeni, α e β integrine, CD44, CD57, 
CA125, HBME-1 e l’α1-antitripsina (Sack, 1997; Bounacer, 1997; 
Nishimura, 1997; Gu, 1998). 
Oltre alla citocheratina-19, anche l’HBME-1 e la Galectina sono 
diffusamente espressi nel carcinoma papillare e, benché una focale positività 
per tali markers sia riscontrabile anche in alcune lesioni benigne, nel 
carcinoma la positività risulta più spiccatamente diffusa. 
Non è stato ancora identificato un singolo marker specifico, che permetta di 
fare diagnosi di PTC senza l’ausilio fondamentale dell’indagine istologica, 
che rimane ad oggi il cardine nella diagnosi del carcinoma papillare tiroideo. 
 
Citologia  
Il carcinoma papillare è l’unico dei tumori maligni della ghiandola a poter 
essere diagnosticato, almeno in alcune delle sue varianti, ricorrendo 
all’ausilio della sola citologia. 
Le cellule tumorali all’indagine citologica si presentano in genere 
organizzate in papille o in gruppi da tre o sono talvolta presenti come singoli 
elementi (Kini, 1996; Kini, 1980; Miller, 1986). 
Il background di sostegno cellulare mostra colloide, detriti calcifici, 
macrofagi e frammenti stromali (Kini, 1996; Kini, 1980; Miller, 1986). 
La colloide depositata nei campioni è di solito sottile ed organizzata in 
strutture ovalari: “Bubble gum colloid” (Kini, 1996; Kini, 1980); i 
macrofagi si rinvengono soprattutto nei tumori associati a componente 
cistica (Kini, 1996); i frammenti stromali sono cordoni di materiale 
eosinofilo, circondati o interposti alle cellule; infine, in alcuni casi si può 
osservare un’intensa sclerosi intra- e peri-tumorale (Kini, 1996; Leung, 
1993). 
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La diagnosi di PTC si basa sulla dimostrazione delle caratteristiche 
alterazioni nucleari (Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Hapke, 1979; Johannessen, 
1978). Le cellule tumorali appaiono solitamente di forma ovale, con nuclei 
allungati, membrane sottili, cromatina scarsa e chiara con distribuzione 
marginale, “grooves”, pseudoinclusioni nucleari e nucleoli piccoli ed 
eccentrici. 
Le “grooves” e le pseudoinclusioni si possono rilevare anche in alcune 
patologie benigne quali la tiroidite di Hashimoto, il gozzo nodulare, 
l’adenoma trabecolare e in altre maligne come i tumori a cellule di Hurtles e 
il carcinoma midollare (Kini, 1996).     
 
Oncogeni nel carcinoma papillare tiroideo 
In circa l’80% dei carcinomi papillari sono state trovate mutazioni 
mutualmente esclusive a livello dei geni di BRAF, RET, RAS e TRK, con 
una frequenza rispettivamente del 45%, del 20%, del 10% e  ≤ al 5%.  
- La mutazione di BRAF è l’alterazione genetica più comune nel carcinoma 
papillare. BRAF appartiene alla famiglia delle chinasi serina/treonina che 
include anche CRAF e ARAF. Le proteine RAF sono componenti del 
pathway RAF-MAPK chinasi-ERK (RAF-MEK-ERK), che è un 
meccanismo di trasmissione del segnale specifico per le cellule eucariotiche. 
Esse sono attivate attraverso il passaggio di RAS allo stato attivo: da RAS-
GDP a RAS-GTP; una volta attivata, la chinasi RAS fosforila RAF, che a 
sua volta fosforila MEK e continua la cascata di fosforilazione attivando 
ERK (Malumbres, 2003).  
Nel carcinoma papillare tiroideo l'alterazione di BRAF più frequente è una 
mutazione puntiforme con trasversione di una T con una A a livello del 
nucleotide 1799, che risulta in una sostituzione della valina con il 
glutammato nel residuo 600 (V600E) (Davies, 2002; Wan, 2004). 
La mutazione determina l’attivazione costitutiva di BRAF 
indipendentemente dalla sua stimolazione, interrompendo in tal modo i 
meccanismi di controllo sulla cascata delle chinasi (Soares, 2003; Cohen, 
2003).  
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- Il proto-oncogene RET, al secondo posto per frequenza di mutazioni nel 
contesto della genetica del PTC, codifica due isoforme di un recettore 
tirosin-chinasico transmembrana per fattori di crescita che appartengono alla 
famiglia dei fattori neurotropici di derivazione gliale (GDNF) (Manie, 2001) 
ed è coinvolto nello sviluppo della cresta neurale e del rene (Fusco, 1997; 
Sugg, 1998).  
Il riarrangiamento RET/PTC fu descritto per la prima volta nel 1987, 
quando si pensò che una forma mutata di questo proto-oncogene, isolata da 
una metastasi di carcinoma papillare tiroideo, poteva trasformare cellule 
NIH3t3 (Fusco, 1987).E’ stato in seguito dimostrato che l’introduzione di 
RET/PTC, tramite un costrutto retrovirale, in cellule tiroidee normali nelle 
quali risuta non espresso, determinava  lo sviluppo del carcinoma papillare 
con le sue caratteristiche alterazioni nucleari (Fisher, 1998). 
Il riarrangiamento RET/PTC consiste nella fusione tra la porzione 3’ 
terminale del gene RET e la porzione 5’ terminale di vari geni non in 
relazione con questo. La conseguenza del riarrangiamento di RET/PTC è 
che la porzione di RET che codifica per il dominio tirosin-chinasico viene 
fusa con la regione promotrice del gene partner di fusione; il risultato finale 
è che il recettore RET diviene costitutivamente espresso e attivato, 
stimolando così la cascata delle MAPK ed inducendo nelle linee cellulari 
tiroidee in coltura, come nei topi transgenici, lo sviluppo del carcinoma 
papillare (112-115). Sono sati descritti 5 tipi di riarrangiamenti RET/PTC: 
 RET/PTC-1 deriva dall’inversione paracentrica del cromosoma 10 
con giustapposizione del gene H4 a RET; 
 RET/PTC-2 deriva dal riarrangiamento all’interno del cromosoma 17 
della subunità α della proteina chinasi A, cAMP-dipendente, con il gene 
RET; 
 RET/PTC-3 origina dall’inversione paracentrica nel cromosoma 10 
con la fusione del promotore del gene ele-1 con il gene RET;  
 RET/PTC-4 ha la stessa origine di RET/PTC-3; 
 RET/PTC-5 è stato descritto solo nei casi di tumore papillare 
tiroideo insorto post esposizione allo iodio radioattivo disperso a seguito 
dell’incidente di Chernobyl (Klugbauer, 1998). 
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Nei casi di carcinoma papillare sporadico si riscontra maggiormente il 
riarrangiamento RET/PTC-1, seguito da RET/PTC-3, RET/PTC-2 e 
RET/PTC-4 (Sugg, 1998; Sugg, 1990). RET/PTC3 è  più comune nei tumori 
papillari prevalentemente solidi e, come RET/PTC-5, nei bambini affetti da 
tumore tiroideo dopo l’esplosione nucleare di Chernobyl (Bounancer, 1999; 
Pisarchik, 1998; Fugazzola, 1996; Klugbauer, 1998; Tallini, 1998; 
Challeton, 1995). 
Il riarrangiamento RET/PTC gioca un ruolo importante nello sviluppo del 
carcinoma papillare tiroideo (Santoro, 1996; Fisher, 1998; Soares, 1998). 
Sugg et al (Sugg, 1998) studiando la multifocalità del carcinoma papillare 
dimostrarono che RET/PTC era più frequentemente espresso mei 
microcarcinomi rispetto ai tumori clinicamente evidenti. Altri studi hanno 
rilevato un’alta espressione di RET/PTC-1 e RET/PTC-3 in casi di tiroidite 
di Hashimoto, suggerendo un possibile rischio di trasformazione neoplastica 
in queste ghiandole o la potenziale presenza di microfocolai di carcinoma 
nascosti dallo stato di infiammazione (Wirrtschafter, 1997). 
Si può dunque concludere che il riarrangiamento RET/PTC rappresenta un 
evento precoce nello sviluppo del PTC. 
- Nel 10% dei PTC sono state trovate mutazioni puntiformi a livello del 
gene di RAS; esse sono esclusivamente correlate alla variante follicolare di 
questo tumore (Namba, 1990; Ezzat, 1996). 
Le alterazioni geniche possono essere localizzate a livello dei codoni 12,13 
e 61 dei geni NRAS, HRAS e KRAS (Bos, 1998); la mutazione fissa la 
proteina nella sua conformazione attiva associata a GTP, con il risultato di 
un’attivazione costitutiva, indipendente dalla stimolazione, della cascata 
delle MAPK e della via PI3K/AKT. La mutazione di RAS è correlata 
frequentemente alla presenza di una capsula tumorale, ad una minore 
evidenza di alterazioni nucleari e a una ridotta frequenza di metastasi 
linfonodali; sembrerebbe esserci un legame tra mutazioni di RAS  ed una 
maggiore frequenza di metastasi a distanza. 
Nei PTC umani, il riarrangiamento RET/PTC e le mutazioni puntiformi di 
BRAF e RAS sembrerebbero mutualmente esclusive (Kimura, 2003; Soares, 
2003; Cohen, 2003). 
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 Per confermare questa ipotesi sono stati studiati i link tra le suddette 
proteine oncogeniche in un modello cellulare. 
L’analisi dei trascritti genici ha rilevato che  RET/PTC3, HRSA e BRAF 
inducono cambiamenti nell’espressione di un set di geni che si 
sovrappongono ampiamente; l’asse RET/PTC3-RAS-BRAF stimola 
l’iperregolazione delle chemochine CXC e dei loro recettori, potenziandone 
la capacità mitogena e di invasione delle cellule tumorali tiroidee (Melillo, 
2005). 
- La via PI3K/PTEN/AKT può essere costitutivamente attivata come 
risultato di mutazioni a monte di RAS o per mutazioni dirette di PI3K e 
PTEN. Queste  mutazioni sono per lo più riscontrabili nei tumori tiroidei 
anaplastici, mentre sono rare nei tumori follicolari; nei carcinomi papillari 
hanno una frequenza del 2 al 5% (Garcia-Rostan, 2005). 
Una nuova classe di molecole che potrebbero essere coinvolte nello 
sviluppo del carcinoma papillare è quella dei microRNA. Queste molecole 
di RNA non codificano per proteine, ma controllano l’espressione delle 
proteine codificate dai geni; miRNAs regolano l’espressione di noti 
oncogeni e oncosoppressori. Per questo motivo è stato ipotizzato che 
un’upregulation o al contrario una downregulation di specifici miRNAs 
potrebbe essere comune nelle cellule tumorali  e favorire la cancerogenesi. I 
miRNAs iper regolati e che potrebbero giocare un ruolo patogenetico nello 
sviluppo dei PTC sono: miR-221, miR-222, miR-187, miR-181b e miR-
146b. 
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(Fig.2. Modello classico di progressione tumorale tiroidea ) 
 
 
 
 
Varianti del carcinoma papillare tiroideo 
L’elemento diagnostico fondamentale del carcinoma papillare sono le 
caratteristiche nucleari (Meissner, 1958; Vickery, 1985; Vickery, 1983; 
Hapke, 1979; Chan, 1986; Deligeorgi-Piloti, 1987; LiVolsi, 1992). Le 
varianti istologiche del PTC sono state descritte sulla base dell’architettura, 
del tipo cellulare, delle dimensioni e della forma ed infine dello stroma 
tumorale. Alcune di queste varianti hanno un atteggiamento indolente, altre 
seguono, invece, un decorso più aggressivo (variante a cellule alte, a cellule 
colonnari e la trabecolare) (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Ron, 
1982; LiVolsi, 1996; Hedinger, 1988). 
La variante più rappresentativa è quella classica, le cui componenti cellulari 
rispecchiano completamente le caratteristiche cito-istologiche del carcinoma 
papillare (Fig.3 e 4). 
Le altre varianti sono: follicolare, a cellule alte, a cellule ossifile, Warthin-
like, simil-fascite nodulare, cribriforme, variante sclerosante diffusa e 
colonnare. 
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(Fig.3. Carcinoma papillare variante classica (ingrandimento 10X)). 
 
 
 
(Fig.4. Carcinoma papillare variante classica, dettaglio di una papilla con 
asse fibro-vascolare (ingrandimento 40X)). 
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       Variante follicolare 
La variante follicolare del PTC (FVPTC) è la più comune variante istologica 
di questa neoplasia dopo la variante classica (Murray, 1998; Rosai, 1992; 
LiVolsi, 1990; Ron, 1982; Rosai, 1983; Carcangiu, 1985; Carcangiu, 1989; 
Chan, 1990). Il suo comportamento clinico è analogo a quello 
convenzionale del PTC (LiVolsi, 1996; Rosai, 1983; Carcangiu, 1985; 
Carcangiu, 1989); tuttavia, alcuni autori, hanno descritto per questa 
neoplasia una maggior frequenza di metastasi a distanza. Da un punto di 
vista istologico è caratterizzata dalla presenza di follicoli delimitati da 
cellule che hanno le caratteristiche alterazioni nucleari proprie del 
carcinoma papillare. Il quadro di crescita può essere esclusivamente 
microfollicolare, macrofollicolare o misto. Alcuni tumori possono essere 
interamente circondati da una sottile capsula con calcificazioni distrofiche, 
mentre altri  possono presentare aree di crescita prive di capsula, alternate 
ad altre capsulate (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Ron, 1982; 
LiVolsi, 1996). 
L’FVPTC può, talvolta, non avere un’omogenea distribuzione delle 
anomalie nucleari, in alcune cellule queste possono mancare del tutto 
(Rosai, 1992); di solito le aree in cui i nuclei assumono il classico aspetto 
del PTC sono quelle prossime alla capsula. In questi casi la probabilità che 
il carcinoma non venga riconosciuto come tale alla diagnosi istologica è 
ovviamente maggiore, con il rischio che sia confuso con un adenoma o un 
carcinoma follicolare. Di fronte a questa possibilità si può fare diagnosi di 
certezza di FVPTC valutando il pattern citocheratinico che lo distingue dalle 
altre neoplasie con cui entra in diagnosi differenziale (Baloch, 1999; 
Rapheal, 1994; Fonseca, 1997).  
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 Variante a cellule alte       
La variante a cellule alte del PTC interessa prevalentemente l’età più 
avanzata e predilige soprattutto il sesso maschile. Si tratta spesso di lesioni 
estese (diametro maggiore più di 5 cm). E’ formata da strutture papillari 
rivestite da cellule allungate (l’altezza è tre volte rispetto alla larghezza), 
con citoplasma eosinofilo e caratteristiche nucleari proprie del PTC (Rosai 
1992; LiVolsi 1990; Flint 1991; Ostrowski 1996). L’esame ultrastrutturale 
mostra un aumento dei mitocondri, anche se non paragonabile a quello 
caratteristico delle cellule di Hürtle (Rosai, 1992; LiVolsi 1990; Flint 1991). 
Il profilo antigenico delle cellule tumorali “alte” è simile a quello 
riscontrabile nei tireociti maligni della variante classica: positivo per 
tireoglobulina e citocheratina, soprattutto la citocheratina-19, e negativo per 
la calcitonina. La variante a cellule alte ha un atteggiamento più aggressivo 
del PTC convenzionale: maggiori dimensioni alla diagnosi, maggiore 
propensione all’estensione extratiroidea, presenza di invasione vascolare, 
recidive, sopravvivenza libera da malattia di minor durata, metastasi a 
distanza ed una mortalità di circa il 25% (Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Flint, 
1991; Ostrowski, 1996). Non è ancora stato chiarito se questo atteggiamento 
dipenda dalle caratteristiche proprie del paziente che solitamente sviluppa 
questa variante (pazienti anziani) o se invece dipenda dalla proprietà 
intrinseche della neoplasia (p53 e modificazioni del cromosoma 2). 
 
 Variante a cellule ossifile 
Le neoplasie oncocitiche papillari della tiroide sono rare varianti 
morfologiche dei tumori tiroidei (Beckner, 1995; Sobrinho-Simoaes, 1985; 
Wu, 1991; Berger, 1998). Non si è giunti, fino ad ora, a un totale accordo su 
quali tumori includere in questa categoria (Sobrinho-Simoaes, 1985; Wu, 
1991). Due neoplasie sono state descritte sotto questa dicitura: la variante 
oncocitica del PTC e la neoplasia a cellule di Hürtle (Beckner, 1995; 
Sobrinho-Simoaes,  1985; Wu, 1991; Berger, 1998). 
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 Il PTC oncocitico o a cellule ossifile è una forma di cancro in cui le cellule 
tumorali presentano una marcata eosinofilia citoplasmatica associata alla 
caratteristiche nucleari proprie del PTC (Beckner, 1995; Sobrinho-Simoaes, 
1985; Wu, 1991). La maggior parte di questi tumori ha un’architettura 
papillare ed una crescita minimamente o non invasiva. L’atteggiamento di 
tale variante è paragonabile a quello della forma classica (Murray, 1998; 
Rosai, 1992; Beckner, 1995; Sobrinho-Simoaes, 1985; Wu, 1991). 
I carcinomi papillari a cellule di Hürtle (a cellule ossifile) hanno una crescita 
papillare, ma mancano le tipiche anomalie nucleari. Sono lesioni povere di 
stroma e per questa ragione la manipolazione chirurgica ed il 
campionamento patologico della neoplasia possono provocare una 
suddivisione del tumore in strutture cordonali che simulano un pattern di 
crescita papillare  (LiVolsi, 1990). 
Se la lesione è capsulata, non c’è infiltrazione e mancano le modificazioni 
dei nuclei cellulari, questa forma carcinomatosa può essere confusa con una 
lesione benigna. Per questo la diagnosi di malignità non può esclusivamente 
basarsi sugli aspetti papillari, ma deve essere accertata sulla base 
dell’invasione capsulare e vascolare (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 
1990; LiVolsi, 1996).  
 
 Variante Warthin-like 
Questa variante del PTC è istologicamente simile al tumore di Warthin delle 
ghiandole salivari (Apel, 1995). In genere è una neoplasia associata a 
tiroidite linfocitaria; è caratterizzata da una crescita circoscritta, architettura 
papillare ed eventuale presenza di formazioni cistiche centrali. Dal punto di 
visto citologico le cellule tumorali mostrano un citoplasma eosinofilo e 
granulare, alterazioni nucleari peculiari del PTC ed un infiltrato 
linfoplasmocitario all’interno delle papille. Clinicamente, il decorso di 
queste neoplasie è sovrapponibile a quello del carcinoma papillare variante 
classica (Apel, 1995). 
 
 
 
 
34 
 
 Variante simil-fascite-nodulare 
La sclerosi tumorale nel PTC è un elemento di frequente riscontro (Murray, 
1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Ron, 1982; Rosai, 1983; Carcangiu, 
1985; Carcangiu, 1985). Generalmente si localizza al centro del tumore o 
nella porzione di invasione; in alcuni casi può, però, essere estesa e 
sostituire la gran parte della massa tumorale (Rosai, 1983; Carcangiu, 1985; 
Carcangiu, 1989). 
Una rara variante del carcinoma papillare è caratterizzata dalla presenza 
esclusiva di una componente stromale a fascite. A piccolo ingrandimento 
questo tumore assomiglia a un fibroadenoma o a un tumore filloide della 
mammella. Le cellule neoplastiche sono solitamente organizzate in cordoni 
anastomizzati, tubuli e papille, hanno le caratteristiche nucleari proprie del 
carcinoma papillare e possono avere vari gradi di metaplasia squamosa. La 
componente stromale è simile a quella osservata in caso di fascite nodulare e 
formata da cellule fusate organizzate in fasci irregolari nel contesto di uno 
stroma fibromixoide vascolarizzato (Chan, 1991; Terayama, 1997). 
Clinicamente questi tumori sono paragonabili ai PTC classici. 
Nelle metastasi linfonodali si trovano solo elementi carcinomatosi senza 
stroma. La risposta fibroblastica reattiva è limitata alla tiroide ed è 
probabilmente l’espressione della risposta dell’ospite contro il tumore 
(Chan, 1991; Terayama, 1997). 
La diagnosi differenziale va posta con lesioni fibroproliferative benigne 
della tiroide, come una tiroidite di Hashimoto fibrosante o una tiroidite di 
Reidel, ma anche con il carcinoma anaplastico (Chan, 1991). 
Nella tiroidite di Hashimoto c’è un diffuso coinvolgimento della ghiandola 
con formazioni linfoidi follicolari, fibrose e metaplasia a cellule di Hürtle 
(Katz, 1974). Le cellule follicolari possono presentare una rarefazione 
reattiva della cromatina confondibile con un tipico aspetto del PTC (Berho, 
1995). Le modificazioni nucleari, in genere, coinvolgono esclusivamente le 
cellule follicolari che circondano o infiltrano i follicoli linfoidi. Se presenti i 
foci neoplastici sono, perlopiù, associati a fibrosi, possono avere una 
crescita invasiva alle estremità e sono percorsi o largamente sostituiti 
dall’infiltrato linfocitario (Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Berho 1995). 
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Nella tiroidite di Reidel c’è fibrosi, infiammazione cronica, flebite e 
l’estensione del processo fibroinfiammatorio oltre la capsula tiroidea (Rose, 
1961). 
Le cellule stromali nel PTC con stroma a tipo fascite nodulare sono negative 
per citocheratina e positive per vimentina, actina muscolo liscio e desmina. 
Da questo si deduce la natura miofibroblastica della componente stromale, 
permettendo di distinguere tali elementi delle cellule fusate proprie del 
carcinoma anaplastico, che sono positive per la citocheratina (Chan, 1991; 
Terayama, 1997). 
 
 Variante Cribriforme 
Il PTC cribriforme è una rara variante del carcinoma papillare della tiroide 
ed è stata descritta anche nell’1-2% dei pazienti con poliposi adenomatosa 
familiare (Stigt, 1996). Sono tumori che interessano prevalentemente il 
sesso femminile. Sono multifocali, solidi cribriformi e/o con un pattern di 
crescita a cellule fusate (Hizawa, 1996; Cetta, 1998); sono descritti tra i PTC 
a causa della presenza delle tipiche alterazioni nucleari e della 
immunoreattività alla tireoglobulina (Stigt, 1996). In circa il 10% dei casi si 
possono verificare metastasi a distanza. Tutti i pazienti hanno mutazioni 
della linea germinale associate alla poliposi adenomatosa del colon; può 
essere anche presente l’attivazione di RET/PTC (Cetta, 1998).  
Non è ancora stata chiarita se esista e di che tipo sia la relazione tra tali 
mutazioni. Raramente questi tumori possono presentarsi in forma sporadica, 
non associati a poliposi (Hizawa, 1996). 
 
 Variante sclerosante diffusa 
Il carcinoma papillare nella variante sclerosante diffusa è frequente nei 
bambini e negli adolescenti (Carcangiu, 1989; Gomez-Morales, 1991). 
Istologicamente determina un diffuso coinvolgimento della tiroide; sono 
elementi diagnostici aggiuntivi l’intensa sclerosi, l’estesa metaplasia 
squamosa, l’infiltrato linfocitario denso e raggruppato, l’abbondanza di 
corpi psammomatosi e la ricca invasione linfatica (Rosai, 1992; LiVolsi, 
1990; Carcangiu, 1989) responsabile della presenza, quasi nella totalità dei 
pazienti, di metastasi linfonodali. 
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Nel 25% dei casi sono presenti metastasi polmonari. Nonostante l’alta 
incidenza di metastasi, l’atteggiamento clinico complessivo di questa 
neoplasia è, secondo alcuni studi, simile a quello di altre varianti del PTC. 
Da un punto di vista immunoistochimico tale tumore presenta densi infiltrati 
di cellule dendritiche/Langerhans positive per la proteina S-100. Tale 
infiltrazione sarebbe responsabile della prognosi favorevole. 
 
 Variante colonnare 
I carcinomi a cellule colonnari sono tumori con caratteristiche istologiche di 
tipo papillare e con stratificazione nucleare (Evans,1986). Hanno un 
atteggiamento aggressivo, con tendenza all’estensione extraghiandolare, a 
dare metastasi linfonodali e a distanza; determinano solitamente l’ exitus del 
paziente (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990). Se al momento della 
diagnosi, la neoplasia appare capsulata e confinata alla tiroide, il suo 
decorso clinico è sicuramente più favorevole. 
 
Indicatori prognostici del carcinoma papillare tiroideo 
Solitamente il carcinoma papillare della tiroide ha un comportamento 
indolente, con un tasso di mortalità che oscilla tra il 4.8% e il 17% (Murray, 
1998; LiVolsi, 1990; LiVolsi, 1996; Mazzaferri, 1977). 
Sono fattori prognostici negativi nel PTC l’età avanzata, il sesso maschile, 
le dimensioni del tumore (>5 cm), l’estensione extratiroidea della malattia, 
la presenza di metastasi a distanza (Mazzaferri, 1977; LiVolsi, 1992; Hoie, 
1988; Ruegemer, 1988, Basolo 2010). 
Il grado tumorale non ha invece rilevanza, dato che più del 95% delle 
neoplasie è classificato come grado 1 (Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Rosai, 
1992) .  
L’analisi genomica tumorale potrebbe avere un ruolo importante nella 
predizione prognostica. E’ stato infatti osservato che i tumori diploidi 
raramente seguono un corso aggressivo, mentre questo è l’atteggiamento 
che più caratterizza le forme aneupliodi; tali diserzioni sono ancora oggetto 
di studio. 
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Diversi autori hanno studiato il ruolo di markers biologici come fattori 
predittivi di comportamento aggressivo; tra questi p53, ki-67, le proteine del 
ciclo cellulare, gli antigeni di proliferazione cellulare ed il bcl-2, come 
marker di crescita e di apoptosi, la catepsina D, le metalloproteinasi e la 
laminina, come marker di invasività e metastatizzazione (Basolo, 1997).  
Il PTC, di rado, esprime localmente p53 e Ki-67, mentre nella maggior parte 
dei casi esprime bcl-2, ad indicare il basso tasso di apoptosi (Basolo, 1997). 
La più frequente alterazione genica, riscontrabile nei PTC e associata ad una 
prognosi non favorevole, è la mutazione V600E del gene BRAF (Lupi, 
2007; Elisei, 2005). 
 
Carcinoma follicolare 
Il carcinoma follicolare ben differenziato della tiroide è composto da 
strutture follicolari con cellule prive delle caratteristiche nucleari del PTC; 
esso rappresenta il 5-15% dei carcinomi tiroidei.  
Il carcinoma follicolare è più comune nel sesso femminile e nelle persone 
anziane (Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Johannessen, 1983). E’ un tumore 
solitamente unico, con lenta crescita e tendenza alla metastatizzazione per 
via ematica; le metastasi ossee e polmonari sono più frequenti che nel 
carcinoma papillare ed in alcuni casi sono proprio tali metastasi il primo 
segno della malattia (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; 
Johannessen, 1983).  
Il carcinoma follicolare è raramente multifocale e non invade strutture 
linfatiche (LiVolsi, 1990). In letteratura sono descritti due tipi di questa 
neoplasia: una forma capsulata (minimamente invasiva), che può 
grossolanamente assomigliare ad un adenoma e che viene classificato come 
carcinoma solo dopo la dimostrazione istologica dell’invasione capsulare 
e/o vascolare (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Silverberg, 1970); 
una forma ampiamente invasiva, che infiltra diffusamente un lobo o l’intera 
ghiandola. Queste due forme differiscono per il loro comportamento 
biologico; la sopravvivenza a dieci anni del tipo capsulato è compresa tra il 
70 e il 100%, mentre per l’ampiamente invasivo sta tra il 25 e il 45% 
(Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Silverberg, 1970). 
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Microscopicamente il carcinoma follicolare ampiamente invasivo può essere 
identificato sulla base dei margini infiltrativi e dell’estesa invasione 
vascolare. Il tumore cresce con una combinazione di un pattern solido, 
trabecolare e follicolare. 
La diagnosi di carcinoma follicolare minimamente invasivo  non può 
prescindere dalla valutazione dell’invasione vascolare (Rosai, 1992; 
LiVolsi, 1990; Meissner, 1977). 
Da un punto di vista genetico il carcinoma follicolare è caratterizzato da 
mutazioni puntiformi di RAS (Nikiforova, 2003) e riarrangiamenti di 
PAX8/PPARγ (Kroll, 2000). 
 
Carcinomi scarsamente differenziati 
I carcinomi tiroidei scarsamente differenziati rappresentano un’entità 
patologica ancora poco conosciuta (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 
1990; Pilotti, 1995). Si ritiene che il loro atteggiamento clinico sia da 
considerarsi intermedio tra quello dei carcinomi ben differenziati e quello 
dei tumori anaplastici (Murray, 1998; LiVolsi, 1990; Sakamoto, 1983).  
Tra le neoplasie considerate in questa categoria sono compresi la variante a 
cellule alte del carcinoma papillare, il carcinoma a cellule colonnari, il 
carcinoma a cellule di Hürtle ed il carcinoma insulare (Murray, 1998; 
LiVolsi, 1990; Sakamoto, 1983; Pilotti, 1995). 
Tuttavia date le analogie citologiche con il classico PTC, almeno le prime 
tre suddette forme rientrano tra le sue varianti; costituisce una forma di 
tumore scarsamente differenziato da menzionare a sé stante il carcinoma 
insulare. Quest’ultimo è una neoplasia di derivazione follicolare che 
coinvolge prevalentemente soggetti anziani. Il rapporto uomo: donna è di 
1:2. 
È un tumore solido, voluminoso, biancastro e con aree di necrosi. Le cellule 
neoplastiche sono piccole, rotondeggianti e organizzate in gruppi e nidi. 
Il carcinoma insulare ha una ricca vascolarizzazione, abbondanti mitosi e 
focali aree di necrosi coagulativa; frequente è l’invasione vascolare. 
L’atteggiamento clinico della neoplasia insulare è aggressivo: metastasi 
sono presenti nella maggior parte dei casi al momento della diagnosi; circa il 
50% dei pazienti muore entro 1-8 anni dopo la terapia (Rodriguez, 1998). 
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Carcinoma midollare  
Il carcinoma midollare della tiroide ha origine dalle cellule parafollicolari o 
cellule C; rappresenta il 10% dei tumori tiroidei maligni (Williams, 1966). 
Fino ad oggi questa è l’unica neoplasia tiroidea per la quale si abbia certezza 
del coinvolgimento di un precursore, l’iperplasia a cellule C (Murray, 1998; 
Rosai, 1992; LiVolsi, 1990). 
La maggior parte dei tumori midollari è sporadica (Williams, 1966), esiste 
però una forma familiare, autosomica dominante ad alta penetranza, che 
costituisce il 20% di essi (Cushman, 1962; Baylin, 1978). 
Il tumore familiare può essere parte di una neoplasia endocrina multipla 
(MEN), in particolare MEN2A, 2B o 3, oppure si può presentarsi come un 
singolo caso di carcinoma tiroideo midollare familiare non-MEN (Cushman, 
1962; Baylin, 1978). 
Nelle MEN è coinvolta la regione pericentromerica del cromosoma 10 dove 
si localizza il proto-oncogene RET (Baylin, 1978). Mutazioni a carico di 
questo gene sono state riscontrate in più del 90% delle MEN2 e l’analisi 
genomica può essere utile per identificare membri asintomatici delle 
famiglie interessate dalle sindrome (Hofstra, 1994). 
Il carcinoma midollare sporadico può avere mutazioni del gene RET, che 
influenzano significativamente la prognosi (Eng, 1996).  
Il tumore midollare è solitamente un nodulo solido fisso e non dolente, nel 
15% dei casi alla diagnosi sono presenti metastasi a distanza (Murray, 1998; 
Rosai, 1992; LiVolsi, 1990). La forma sporadica predilige il sesso 
femminile ed in particolare dopo i 45 anni di età (Murray, 1998; Rosai, 
1992; LiVolsi, 1990; Cushman, 1962; Baylin, 1978). Essa è per lo più 
solitaria (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Block, 1980) e 
localizzata nelle aree di maggior densità delle cellule C, ad esempio nei 2/3 
superolaterali della ghiandola (Murray, 1998; Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; 
Fletcher, 1970). Le dimensioni del tumore sono comprese tra lesioni molto 
piccole e neoplasie che sostituiscono l’intera tiroide. Le cellule tumorali 
producono calcitonina, ma possono esprimere anche altri ormoni, in 
particolare derivati della propiomelanocortina (ACTH, MSH, β-endorfina, 
encefalina), serotonina, glucagone, gastrina e bombesina (Williams, 1968). 
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Il pattern di crescita della neoplasia può essere variabile. Generalmente le 
cellule sono organizzate in strutture trabecolari o insulari; nella maggior 
parte dei casi si ha una combinazione delle due forme (Fletcher, 1970). 
I nidi cellulari sono separati da materiale ialino contente depositi di amiloide 
o di collagene denso (Rosai, 1992). 
Le cellule neoplastiche possono essere ovalari, rotondeggianti oppure fusate, 
con piccoli nuclei circolari. La cromatina nucleare è finemente granulare, 
come in altri tumori neuroendocrini e in alcuni casi le cellule del carcinoma 
midollare sono molto simili a quelle del carcinoma polmonare a piccole 
cellule. Talvolta la neoplasia è composta esclusivamente da cellule fusate e 
per questo può essere confusa con tumori tiroidei di derivazione 
mesenchimale o di origine timica (Rosai, 1992; LiVolsi, 1990; Dominguez-
Malogon). 
Nel 10% dei tumori è presente mucina, la necrosi tumorale e le mitosi sono 
rare, ma possibili nelle neoplasie di grosse dimensioni (Rosai, 1992). 
L’invasione linfatica è frequente, nel 50% dei pazienti c’è impegno dei 
linfonodi mediastinici e cervicali superiori. Possono essere anche coinvolti 
tessuti extratiroidei, per estensione diretta o per interessamento del lobo 
controlaterale tramite metastasi intraghiandolari. Le metastasi a distanza si 
localizzano al polmone, all’osso, al fegato e ai surreni (Murray, 1998; Rosai, 
1992; LiVolsi, 1990; Fletcher, 1970). 
La diagnosi di carcinoma midollare della tiroide richiede indagine 
immunoistochimica. Il numero di cellule positive per la calcitonina varia da 
caso a caso. Anche l’amiloide può essere positiva in questo tumore per 
calcitonina, a causa della deposizione di precursori di questa molecola. La 
positività immunoistochimica si ha anche per la citocheratina, la 
cromogranina A, l’enolasi neuronospecifica e per il CEA (DeLellis, 1978). 
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Carcinoma anaplastico 
Il carcinoma anaplastico della tiroide, sebbene raro, è uno dei tumori umani 
più aggressivi (Carcangiu, 1985; Aldinger, 1978). Colpisce prevalentemente 
persone anziane e rappresenta il 5-10% dei tumori maligni tiroidei 
(Carcangiu, 1985; Aldinger, 1978). E’ più frequente nelle aree di endemia 
gozzigena (Carcangiu, 1985) e clinicamente si presenta come una massa 
cervicale rapidamente evolutiva, responsabile di sintomi da compressione e 
causa di morte nell’arco di pochi mesi dalla diagnosi, sia per l’estensione 
locale che per la metastatizzazione. 
Le cellule tumorali possono avere aspetti squamoidi, essere fusate o giganti; 
spesso si ha una combinazione delle tre componenti, con nuclei di forma 
bizzarra e ad elevata attività mitotica (Fig.5). Si riscontrano comunemente 
estesi focolai di necrosi tumorale (Carcangiu, 1985; Aldinger, 1978). 
 
(Fig.5. Carcinoma anaplastico (Ingrandimento 20X)). 
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Oncogenesi del carcinoma papillare tiroideo: il ruolo di BRAF 
 
E' ormai chiaro il ruolo chiave del pathway MAPK nella progressione e 
crescita tumorale (Shields, 2000). 
Molto spesso si riscontra la presenza di mutazioni nell'ambito delle proteine 
serina-treonina kinasi che la compongono, in particolare di BRAF. Sono 
stati identificati diversi tipi di mutazione di BRAF, quali ad esempio K601E 
(Trovisco, 2004), V599ins (Ciampi, 2005), AKAP9-BRAF (Ciampi, 2005), 
ma nel 90% dei casi è presente la mutazione BRAF V600E (Garnett, 2004), 
caratterizzata dalla sostituzione di valina con glutammato a livello del 
residuo 600, mutazione che rende la kinasi costitutivamente attiva (Davies, 
2002; Wan, 2004). 
La presenza di BRAF V600E si riscontra in un’ampia serie di tumori tra cui 
il melanoma, il tumore del colon-retto, del polmone (Davies, 2002; 
MacCorkle, 2005) e, molto frequentemente, il tumore della tiroide (Xing, 
2005; Xu, 2003). 
Circa il 70% dei carcinomi papillari della tiroide (PTC) ospita una sola 
mutazione a carico di BRAF, NTRK1, NRAS o RET; tali mutazioni sono 
mutualmente esclusive.  
Queste oncoproteine hanno in comune la caratteristica di poter attivare la 
via di segnalazione delle MAPK,  facendo pensare che un’alterazione a 
questo livello sia critica nei processi di iniziazione, progressione e 
probabilmente anche nel mantenimento tumorale (Leboeuf, 2008). 
La mutazione di BRAF V600E è stata riscontrata unicamente nei PTC, o 
comunque nelle forme meno differenziate da essi derivate (Nikiforova, 
2003), con una frequenza variabile tra il 45% ed il 65% dei casi (Nikiforova, 
2003; Lupi, 2007), ma non nelle neoplasie follicolari, benigne o maligne. 
Questo fa ipotizzare che tale mutazione sia uno dei determinanti del 
fenotipo tumorale papillare. 
In particolare, la mutazione BRAF V600E è stata riscontrata con frequenza 
crescente nelle diverse varianti di PTC: da quella follicolare in cui è più 
rara, a quelle classica, a cellule alte e colonnare, in cui è nettamente più 
frequente (Nikiforova, 2003; Lupi, 2007). 
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La variante classica, ma soprattutto quella a cellule alte di PTC hanno un 
comportamento clinico più aggressivo rispetto alle altre varianti; la forma a 
cellule alte, ad esempio, si presenta spesso di maggiori dimensioni al 
momento della diagnosi, con tendenza all’infiltrazione extratiroidea, 
all’invasione vascolare, all’insorgenza di recidive e metastasi a distanza e ad 
una ridotta sopravvivenza libera da malattia, con un tasso di mortalità 
intorno al 25% (LiVolsi, 2002). 
Recenti studi, condotti in una coorte di pazienti molto ampia, hanno 
mostrato la stretta associazione tra la mutazione di BRAF V600E e la 
presenza di caratteristiche clinico-patologiche di maggior aggressività. 
Essa si associa ad esempio ad un pattern di crescita di tipo infiltrativo e ad 
una tendenza all’invasione extratiroidea; come evidenziato da recenti studi 
(Lupi, 2007), la più importante conseguenza di tale mutazione sembrerebbe 
essere in particolare l’assenza di una capsula tumorale fibrosa completa, 
caratteristica che si associa ad una crescita di tipo invasivo e ad un maggior 
rischio di recidiva (Kakudo, 2004). 
BRAF V600E è inoltre strettamente correlata alla presenza di metastasi 
linfonodali (Lupi, 2007; Giannini, 2007; Vasko, 2005; Xing, 2005), in 
relazione al marcato aumento di vascolarizzazione sia ematica che linfatica 
(Kim, 2006) e all’elevata espressione di VEGF (Jo, 2006). 
Un’ulteriore caratteristica del tumore tiroideo associata alla presenza di 
BRAF V600E è rappresentata dall’aumentato rischio di recidiva (Riesco-
Eizaguirre, 2006; Kim, 2006), probabilmente a causa della predisposizione 
all’infiltrazione per via locale ed alla metastatizzazione linfonodale. 
Elisei et al. (2008) hanno condotto uno studio su 102 pazienti con PTC con 
lungo follow-up, all’Istituto di Endocrinologia dell’Università di Pisa, 
valutando l’associazione tra la presenza della mutazione di BRAF V600E e 
l’outcome di malattia. Tale studio ha preso in esame 79 casi di PTC variante 
classica, 1 a cellule alte, 5 follicolare , 8 ossifila e 9 microcarcinomi ed ha 
messo in luce la correlazione tra la mutazione e l’età alla diagnosi superiore 
a 65 anni, lo stadio e l’invasione vascolare. 
E’ stata inoltre evidenziata una differenza statisticamente significativa   
nell’outcome dei pazienti con e senza mutazione di BRAF. 
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Altri dati hanno evidenziato tale mutazione anche nel microcarcinoma, o 
stadi molto precoci di PTC (Ugolini, 2007; Rodolico, 2007; Nikiforova 
2003), confermandone la presenza in tutte le fasi di sviluppo tumorale, e 
suggerendone il ruolo nella promozione di una crescita più aggressiva. 
Concludendo, la mutazione di BRAF V600E risulta poco frequente nei 
carcinomi poco differenziati della tiroide, ma quando presente, si associa ad 
una maggiore mortalità per malattia, rispetto ad altri tipi di mutazione 
(Fagin, 2008).  
Essa risulta infine l’alterazione genetica predominante nel tumore 
anaplastico, con una frequenza pari al 25-50% (Ricarte-Filho, 2009; Hou, 
2007), mentre altre alterazioni quali RET/PTC, NTRK, Pax8-PPARγ sono 
molto più rare, suggerendo che i tumori ben differenziati con questi 
riarrangiamenti genici di norma non progrediscono in forme poco 
differenziate o anaplastiche (Sobrinho-Simoes, 2008). 
Come precedentemente descritto, BRAF V600E non si riscontra in 
neoplasie follicolari benigne né nel carcinoma follicolare e la sua presenza 
dovrebbe teoricamente escludere quella di altre alterazioni oncogeniche, 
quali RET/PTC e la mutazione di RAS. Tale mutazione, inoltre, è 
caratterizzata da una sostituzione a singolo nucleotide in un codone, e 
questo la rende facilmente identificabile (Salvatore, 2004). 
Queste caratteristiche potrebbero rendere BRAF V600E un perfetto 
candidato come marker diagnostico. Diversi gruppi di ricerca hanno 
indagato l’importanza di tale mutazione per quanto riguarda l’accuratezza 
diagnostica dell’ago aspirato sottile preoperatorio (FNA) con risultati 
contrastanti (Bartolazzi, 2001; Marchetti, 2009; Tetzlaff, 2006; Puxeddu, 
2008). Non c’è accordo per quanto riguarda l’importanza di BRAF V600E 
nell’accuratezza diagnostica in tutti gli esami citologici; in ogni caso, 
nonostante le controversie, l’evidenza suggerisce che uno screening per tale 
mutazione potrebbe essere utile, in aggiunta al tradizionale esame 
morfologico, ma solo in casi selezionati.  
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L’ago aspirato sottile è l’analisi più sensibile e specifica per identificare i 
noduli tiroidei maligni, benché circa il 15% dei FNA risulti inappropriato 
per la diagnosi e, in circa il 10% dei casi, non sia possibile determinare se il 
nodulo sia un adenoma o un carcinoma; circa il 30% di queste situazioni 
risulta poi essere un carcinoma alla diagnosi istologica definitiva. 
In questi casi, quindi, potrebbe essere effettivamente utile avere un supporto 
molecolare, per quanto ci siano ancora diversi problemi da risolvere; 
innanzitutto nei casi non diagnostici all’FNA il reale problema è la scarsità 
di cellule e di conseguenza anche i livelli di DNA tumorale sarebbero 
insufficienti per i test molecolari.  
Il 20% delle neoplasie follicolari all’ago aspirato risulta un carcinoma: 
benché BRAF V600E presenti un valore prognostico positivo del 100%, i 
risultati negativi (circa il 50%) non possono escludere la presenza di una 
neoplasia maligna.  
Queste considerazioni rendono il ruolo diagnostico preoperatorio di BRAF 
V600E solo marginale, dato che non può aumentare l’accuratezza 
diagnostica dell’ago aspirato. 
Come precedentemente esposto, la mutazione di BRAF si presenta 
strettamente correlata a caratteristiche clinico- patologiche di maggiore 
aggressività,  incrementando così il rischio di recidiva, di metastasi 
linfonodali ed a distanza e riducendo la sopravvivenza libera da malattia.  
Per questa ragione sapere se è presente la mutazione di BRAF V600E può 
essere estremamente importante nella gestione dei pazienti, soprattutto in 
quelli con tumore papillare che alla diagnosi non presenta invasione 
extratiroidea o interessamento linfonodale. 
La caratterizzazione clinica e prognostica dei PTC è fondamentale 
nell’impostazione del trattamento iniziale (estensione chirurgica e terapia 
radio-metabolica) e dell’aggressività del follow-up; ad oggi il follow up 
viene stabilito sulla base dell’età al momento della diagnosi, della 
dimensione tumorale, dell’estensione extra-tiroidea, dell’aspetto istologico e 
della radicalità della resezione chirurgica. 
L’elevato valore predittivo della mutazione di BRAF V600E potrebbe 
renderla un nuovo marker prognostico da applicare alla clinica (Lupi, 2007; 
Xing, 2007). 
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Il suo impiego potrebbe essere utile in primo luogo nello stabilire 
l’aggressività del trattamento iniziale: ad esempio pazienti con mutazione di 
BRAF V600E potrebbero necessitare di un trattamento chirurgico più 
esteso, eventualmente anche ai linfonodi del compartimento latero-
cervicale, o di una terapia con radio-iodio a dosi maggiori, in quanto 
frequentemente tale mutazione si associa ad una resistenza alla radio-iodio 
terapia. 
In secondo luogo, potrebbe trovare impiego nell’impostazione del follow-
up: spesso le recidive dei PTC BRAF mutati presentano una ridotta 
sensibilità alla radio-iodio terapia, per cui potrebbe essere importante 
utilizzare dosi più alte per gli studi di imaging o per l’ablazione e 
monitorare i pazienti con metodiche particolari, come la PET.  
Queste acquisizioni sono particolarmente importanti nei carcinomi papillari 
molto piccoli al I o al II stadio di malattia, che spesso presentano una 
prognosi molto buona; in ogni caso un sottogruppo di questi tumori evolve 
in recidive e metastasi, in maniera contrastante rispetto alla convenzionale 
valutazione del rischio.  
BRAF, in quanto importante componente della cascata delle MAPkinasi, 
potrebbe essere un target di specifici inibitori delle MAPK. I tumori con 
ampia infiltrazione dei tessuti extratiroidei e quelli che perdono la loro 
differenziazione e la capacità di captare lo iodio, sono molto difficili da 
trattare e potrebbero essere adeguati candidati per strategie terapeutiche 
alternative, come quelle molecolari.  
Recentemente sono stati identificati diversi inibitori di BRAF e sono stati 
testati farmacologicamente sia in PTC BRAF mutati resistenti alla 
radioterapia, che in tumori con altri tipi di mutazione, in quanto BRAF si 
trova a valle di RET e RAS (Nikiforov, 2008). 
Il più utilizzato tra questi farmaci (BAY 43-9006) è un inibitore delle 
chinasi con attività diretta contro RAF, ma anche contro VEGF-2, VEGF-3, 
PDGFRβ, FLT-3 e c-KIT; si somministra per via orale e ha mostrato un 
importante effetto antitumorale in modelli di diversi tipi tumorali (Wilhelm, 
2008). 
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Nel tumore della tiroide, tale farmaco blocca l’attività chinasica di BRAF, 
sia del gene wild-type che di BRAF V600E, ma su quest’ultimo sembra 
essere meno potente. Nel carcinoma anaplastico, questo farmaco ha 
determinato inibizione della crescita cellulare e la formazione di ampie aree 
di necrosi in xenografts in topi nudi, probabilmente a causa dell’effetto 
citostatico e dell’inibizione delle chinasi coinvolte nell’angiogenesi 
(Salvatore, 2006). 
Sono stati studiati altri inibitori delle RAF chinasi, ma soltanto in cellule 
ottenute dalla tiroide di topo ed in linee cellulari tumorali umane, con 
mutazione di BRAF V600E e RET/PTC; tali farmaci hanno bloccato la via 
di segnalazione delle MAPK e la crescita cellulare. Recenti studi hanno 
indicato che la presenza della mutazione di BRAF V600E rende le cellule 
più suscettibili agli inibitori MKK1/2 (Leboeuf, 2008), probabilmente 
poiché BRAF V600E attiva in maniera specifica MKK1/2.  
 
 
PATHWAY HIPPO 
 
La proliferazione, la morte e la differenziazione cellulare sono processi 
biologici fondamentali; la coordinazione di questi processi è critica per un 
ampio range di condizioni fisiologiche e patologiche (Pellettere e Sanchez 
Alvarado, 2007; Galliot e Ghila, 2010). 
Durante lo sviluppo, un aumento del numero di cellule ed una loro 
opportuna differenziazione sono richiesti per la crescita e per un’adeguata 
funzionalità degli organi e del corpo. 
In età adulta, la maggior parte dei tessuti subisce un continuo turnover 
cellulare per mantenere la propria funzionalità: le cellule senescenti o 
danneggiate vanno incontro ad apoptosi, mentre le cellule staminali possono 
dividersi e differenziarsi per sostituire quelle non funzionanti. 
In condizioni patologiche, come la guarigione di una ferita o la 
rigenerazione di un organo, la divisione e differenziazione di cellule 
progenitrici tessuto-specifiche sono up-regolate per compensare la perdita 
cellulare. 
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D’altro canto, una proliferazione cellulare incontrollata ed una ridotta morte 
cellulare, conducono a processi di iperplasia o tumorigenesi.  
In ogni caso i meccanismi sottesi alla proliferazione, morte, differenziazione 
cellulare, nonostante siano stati ampiamente studiati, sono ancora 
parzialmente incompresi. 
Recentemente si è visto che il pathway Hippo presenta un importante ruolo 
nella morte e nella differenziazione cellulare, mentre ne inibisce la 
proliferazione; può quindi agire come punto cardine nella coordinazione di 
tali processi. 
Questa via di trasduzione del segnale è stata identificata inizialmente nella 
Drosophila, mediante la ricerca di un pattern di geni oncosoppressori. 
L’inattivazione di questi geni, che includevano di volta in volta WARTS 
(Justice, 1995; Xu, 1995), HIPPO (Harvey, 2003; Jia, 2003; Pantalacci, 
2003; Udan, 2003; Wu, 2003) e MATS (Lai, 2005), è risultata in un 
fenotipo simile, caratterizzato da un’importante sovraccrescita cellulare.  
Yorkie (Yki) è il principale effettore del pathway Hippo nella Drosophila 
(Huang, 2005) e regola un programma di trascrizione mediante l’interazione 
con il fattore Scalloped (Goulev, 2008; Wu, 2008; Zhang, 2008; Zhao, 
2008).  
Si è visto che il pathway Hippo è ampiamento conservato nei mammiferi; le 
sue principali funzioni fisiologiche sono mediate dagli effettori YAP/TAZ , 
in congiunzione con TEAD-4 (Pan, 2010; Zhao, 2010°).   
MST1/2, Sav 1, Lats1/2 e Mob1 compongono una cascata di chinasi che 
fosforilano ed inibiscono YAP/TAZ.  Il nucleo di tale via è stato ben 
identificato sia nella Drosophila che nei mammiferi, ma i meccanismi di 
regolazione del segnale sono ancora parzialmente sconosciuti. In ogni caso, 
recentemente, mediante un approccio di tipo genetico e biochimico, sono 
stati identificati ulteriori componenti che modulano il pathway Hippo. 
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Il nucleo del pathway Hippo: una cascata di chinasi 
 
MST1/2 è una chinasi appartenente alla famiglia STE20 e può fosforilare 
Sav1, Lats1/2 e Mob1 (Wu, 2003; Chan, 2005; Callus, 2006; Praskova, 
2008). 
MST1/2, la cui attività chinasica è potenziata dall’interazione con Sav1, 
fosforila e attiva direttamente Lats1/2 e Mob1 (Callus, 2006); quest’ultimo, 
una volta fosforilato, si lega al dominio autoinibente di Lats 1/2 con la 
formazione di un circolo che potenzia la sua attività chinasica (Chan, 2005; 
Praskova, 2008). 
Sav1 potrebbe funzionare come un ponte di connessione tra MST 1/2  e 
Lats1/2 (Tapon, 2002; Callus, 2006). 
La necessità di MST 1/2  per attivare Lats1/2  potrebbe essere dipendente 
dal tipo cellulare; Lats1/2 interagisce direttamente con YAP/TAZ 
determinandone la fosforilazione (Huang, 2005; Dong, 2007; Zhao, 2007; 
Lei, 2008; Oh e Irvine, 2008).  
Lats1/2 appartiene alla famiglia di chinasi AGC e riconosce come substrato 
la sequenza consensus HXRXXS di YAP, TAZ e Yki; la forma così 
fosforilata di YAP è sequestrata nel citoplasma e ciò conduce ad 
un’inibizione della trascrizione dei suoi geni target ( Zhao, 2010b; Kanai, 
2000).  
All’opposto quando le chinasi a monte sono inattive, Yki/YAP/TAZ sono 
ipofosforilati e traslocano nel nucleo per esercitare le loro funzioni 
sull’espressione genica (Kanai, 2000; Dong, 2007; Zhao, 2007; Lei, 2008; 
Oh e Irvine, 2008; Ren, 2010b).  
La fosforilazione di YAP e TAZ (che a sua volta regola la stabilità di tali 
proteine) da parte di Lats1/2, innesca conseguentemente le fosforilazioni 
mediate dalla casein-chinasi-1; questo meccanismo di fosforilazione 
sequenziale esita nel reclutamento delle proteine β-TRCP e conduce alla 
degradazione di YAP/TAZ (Liu, 2010; Zhao, 2010b).  
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Quindi, agendo sulla sua stabilità proteica e localizzazione, la fosforilazione 
da parte delle chinasi a monte rappresenta un meccanismo centrale per la 
regolazione di YAP/TAZ (Fig.6). Quest’ultimo non presenta domini 
intrinseci di legame al DNA, ma si lega ai promotori dei geni target 
interagendo con i fattori di trascrizione del DNA, tra cui TEAD 1-4 
(Vassilev, 2001; Goulev, 2008; Wu, 2008; Zhang, 2008; Zhao, 2008). 
Interagisce inoltre con altri fattori di trascrizione come Smad1 (Alarcon, 
2009), p63/p73 (Strano, 2001) e ErbB4 (Komuro, 2003; Omerovic, 2004) e, 
mediante queste interazioni, può influenzare la trascrizione di diversi geni 
coinvolti nella proliferazione, differenziazione ed apoptosi cellulare.  
(Fig.6)  
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Polarità baso-apicale 
 
Le cellule epiteliali aderiscono l’una all’altra mediante giunzioni cellulari 
quali i desmosomi, le giunzioni aderenti e le giunzioni serrate. Queste 
ultime due, con l’aiuto di diversi complessi di polarità, suddividono la 
membrana plasmatica in un dominio apicale ed uno baso-laterale ed in 
questo modo stabiliscono una polarità baso-apicale (Martin-Belmonte e 
Perez-Moreno, 2012). E’ interessante notare che, molti regolatori del 
pathway Hippo sono componenti delle giunzioni serrate, aderenti o dei 
complessi proteici di polarità baso-apicale. 
Mer (noto anche come NF2 della neurofibromatosi) ed Ex sono due proteine 
che appartengono alla famiglia FERM; entrambe hanno funzione 
oncosoppressiva e collaborano nella regolazione della proliferazione e 
differenziazione cellulare.  
Kibra è stato identificato come fattore che interagisce fisicamente con Mer e 
Ex, formando un complesso che si localizza al polo apicale della cellula 
epiteliale e funge da collegamento tra la membrana apicale e l’actina del 
citoscheletro.  
Tale complesso può reclutare le chinasi del pathway Hippo a livello della 
membrana apicale per la loro attivazione ( McCartney, 2000).  
Nella Drosophila la proteina Crumbs (Crb) è stata identificata come un 
regolatore di superficie del pathway Hippo (Chen, 2010; Grzeschik, 2010; 
Ling, 2010; Robinson, 2010); essa è localizzata a livello sub-apicale della 
membrana plasmatica e gioca un importante ruolo nell’organizzazione della 
polarità baso-apicale (Tepass, 1990). In quanto proteina transmembrana 
presenta un ampio dominio extra cellulare ed un corto dominio 
intracellulare, il quale contiene un sito di legame per la proteina FERM che 
a sua volta può interagire con Ex. Quest’interazione modula la 
localizzazione e la stabilità di Ex , che può di regolare l’attività delle chinasi 
del pathway Hippo. 
Questa regolazione da parte della polarità baso-apicale su tale via di 
trasduzione del segnale è ampiamente conservata nei mammiferi. I risultati 
così raggiunti suggeriscono come Mer sia un ulteriore componente a monte 
del pathway Hippo nei mammiferi. 
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La rottura delle giunzioni aderenti o delle giunzioni serrate nelle cellule di 
mammifero in coltura, induce una localizzazione nucleare di YAP/ TAZ ed 
un’espressione dei geni target (Varelas, 2010). 
Si è visto inoltre che molte altre proteine di giunzione cellulare, come l’α-
catenina, intervengono a livello del nucleo centrale del pathway Hippo: le 
proteine della famiglia AMOT, ad esempio, interagiscono ampiamente con 
molti componenti delle giunzioni serrate e sono importanti per il 
mantenimento della loro integrità e della polarità cellulare (Cordenonsi, 
2011; Chen, 2012; Varelang, 2010; Wang, 2011).  
Recentemente è stata identificata un’interazione tra AMOT e YAP/TAZ 
indipendente dalla fosforilazione di quest’ultimo; le proteine AMOT 
reclutano YAP/TAZ a livello delle giunzioni serrate o della actina del 
citoscheletro con il risultato di ridurne la localizzazione nucleare e 
conseguentemente l’attività (Chan, 2011; Wang, 2011; Zhao, 2011).  
L’α-catenina è un componente delle giunzioni aderenti ed agisce come 
collegamento tra le caderine di membrana e l’actina citoscheletrica; ha 
inoltre un ruolo inibitorio nei confronti dell’attività di YAP/TAZ 
dimostrando così la sua funzione di proteina oncosoppressore (Drees, 2005; 
Schlegelmich, 2011; Silvis, 2011). 
Il complesso trimerico di α-catenina, 14-3-3 e YAP fosforilato sequestra 
YAP a livello delle giunzioni aderenti e ne previene la defosforilazione e 
dunque l’attivazione (Varelas, 2010). 
Un altro componente delle giunzioni aderenti, la proteina tyrosin-fosfatasi 
14 (PTPN 14), ha un ruolo nella regolazione del pathway Hippo, mediante 
interazione con YAP e sua localizzazione citoplasmatica con conseguente 
ridotta attività. In ogni caso il ruolo di questa fosfatasi nei confronti di 
YAP1 non è ancora ben chiaro (Huang, 2012; Liu, 2012; Wang, 2012) .  
Diverse altre proteine, importanti nella determinazione e nel mantenimento 
della polarità baso-apicale delle cellule, modulano il pathay Hippo: tra 
queste troviamo, nelle cellule dei mammiferi, E-caderine, LKB1, NPHP4 e 
ZO-2 (Kim, 2011). 
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Questi risultati indicano che il contatto tra le cellule, l’integrità delle 
giunzioni cellulari e la polarità baso-apicale hanno un ruolo preponderante 
nella regolazione del pathway Hippo. 
 
Polarità delle cellule pavimentose (PCP) 
 
Le cellule epiteliali presentano anche una polarizzazione lungo un asse 
perpendicolare  a quello baso-apicale, per cui clusters di cellule nel contesto 
di un epitelio pavimentoso, sono coordinati, allineati ed orientati tutti nella 
stessa direzione; questo tipo di polarizzazione è definita PCP. 
Oltre alle cellule epiteliali, la polarizzazione PCP è presente anche in molti 
altri tipi cellulari, come le cellule mesenchimali, e risulta importante nella 
migrazione cellulare (Simons e Mlodzik, 2008). 
Esistono due networks molecolari che hanno un ruolo critico nel 
determinare la PCP: il sistema Frizzled/Flamingo (Fzi/Fmi) e quello 
Fat/Dachsous (Ft/Ds). Quest’ultimo fa parte dei meccanismi di regolazione 
del pathway Hippo nella Drosophila. 
Ft è un oncosoppressore ed influisce sulla crescita cellulare; la perdita di tale 
gene determina attivazione di Yki, mediante inattivazione di Ex o Wts ( Cho 
e Irvine, 2004; Matakatsu e Blair, 2004). 
Ft e Ds sono caderine atipiche, che formano eterodimeri intercellulari, 
mediante un processo di fosforilazione mediato da Fj.   
Ds e Fj mostrano un gradiente di espressione, con direzione opposta, in 
molti tessuti e questo pattern di espressione sembra essere critico per 
l’attività di Ft (Cho, 2006; Feng e Irvine, 2007). 
Si è visto che diverse proteine partecipano alla modulazione dell’effetto 
inibitorio di Ft su Yki. 
L’effetto del sistema PCP Ft/Ds sul pathway Hippo può essere regolato da 
diversi morfogeni, i quali potrebbero contribuire alla determinazione del 
gradiente di Ds e Fj; inoltre, Fj viene secreto e potrebbe agire come un 
morfogene nella regolazione della fosforilazione di Ft/Ds (Ishikawa, 2008; 
Tagliabracci, 2012). 
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Sembra però che il collegamento tra il sistema Ft/Ds ed il pathway Hippo 
non sia conservato nei mammiferi, a differenza di quello Fzi/Fmi (Azzolin, 
2012; Huang, 2012;. 
 
Sistemi recettoriali associati a proteine G (GPCR) 
 
Un ampio numero di fattori di crescita regola la proliferazione cellulare, 
mediante attivazione di recettori di membrana e vie di trasduzione del 
segnale intracellulari; è dunque ragionevole supporre che le proteine 
oncosoppressori YAP/TAZ siano regolate da fattori di crescita. In ogni caso, 
però, i diversi fattori di crescita noti, come insulina ed EGF, non hanno un 
significativo effetto sulla fosforilazione di YAP (Zhao, 2007; Yu, 2012b). 
Due gruppi di ricerca indipendenti (Miller, 2012; Yu, 2012) hanno scoperto 
che in cellule in coltura esposte a siero si verifica una rapida attivazione di 
YAP/TAZ, determinata principalmente da LPA e S1P presenti nel siero; 
questi due fattori si legano ai rispettivi recettori GPCR ed agiscono 
attraverso la GTPasi Rho. 
Un altro studio (Mo, 2012) ha dimostrato come anche la trombina, che si 
lega ai recettori PAR (recettori proteasi attivati) sia in grado di stimolare 
l’attività di YAP/TAZ , mediante la GTPasi Rho. 
Questi dati suggeriscono come YAP/TAZ possa essere regolato da segnali 
circolanti, extracellulari, e dai loro rispettivi recettori di membrana. 
I recettori associati a proteine G agiscono attivando i trasduttori del segnale 
a valle, attraverso le proteine G eterotrimeriche: sembra che la regolazione 
dell’attività di YAP/TAZ in senso positivo o negativo da parte di tali 
recettori, sia determinata dal tipo di proteina G ad essi associata. 
I GPCR costituiscono la più ampia famiglia di recettori di membrana e 
possono essere attivati o inattivati da numerosi ligandi fisiologici o farmaci 
(Lappano e Maggiolini, 2011). L’attività di YAP/TAZ potrebbe quindi 
essere finemente modulata da molteplici ligandi, in un dato microambiente 
cellulare (Fernandez, 2009). 
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In quanto diramazione a valle di sistemi GPCR, il pathway Hippo potrebbe 
mediare molte delle funzioni biologiche di tali sistemi recettoriali, in 
particolare quelle concernenti la proliferazione e sopravvivenza cellulare e 
la crescita dei tessuti (Yu, 2012a). 
 
Matrice extracellulare (ECM) e citoscheletro 
 
Le cellule in vivo ricevono numerosi segnali di natura meccanica da parte 
delle cellule adiacenti, l’ECM ed i fluidi biologici da cui sono circondate; 
inoltre anche la forma e la geometria cellulare generano forze meccaniche. 
Le cellule sono capaci di percepire ed adattarsi a tali segnali meccanici, e 
conseguentemente ad andare incontro a processi di proliferazione, 
differenziazione, apoptosi e migrazione (Vogel e Sheetz, 2006).   
E’ il citoscheletro cellulare che risponde ed integra tali segnali meccanici, 
mediante strutture quali i filamenti di actina ed i microtubuli (Provenzano e 
Keely, 2011).  
Questo fenomeno di trasduzione meccanica è coinvolto non solo nei 
processi fisiologici, ma anche nella tumorigenesi e nella metastatizzazione. 
Sia i microtubuli che i filamenti di actina sono essenziali per lo sviluppo 
tumorale e rappresentano dei target terapeutici (Jordan e Wilson, 1998). 
Tre recenti studi (Dupont, 2011; Wada, 2011; Zhao, 2012) hanno mostrato 
come YAP/TAZ sia regolato, anche nelle cellule dei mammiferi, da segnali 
di tipo meccanico, quali la geometria cellulare: si è riscontrato ad esempio 
che nelle cellule sottoposte ad un fenomeno di dispersione cellulare era 
presente la forma attiva di YAP/TAZ, mentre in cellule compatte e 
tondeggianti quella inattiva. 
Un’ulteriore dato ottenuto in questi studi è stato quello relativo alla durezza 
del terreno di coltura cellulare: nelle cellule seminate in un terreno duro 
YAP/TAZ risultava attivo, mentre in quelle seminate in un terreno morbido, 
inattivo. 
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Si è visto inoltre che anche la vicinanza/densità delle cellule era in grado di 
influenzare l’attivazione di YAP/TAZ: questa veniva infatti ridotta nelle 
situazioni di maggior dispersione cellulare, con stimolazione di uno 
specifico tipo di apoptosi, mentre veniva potenziata in condizioni di elevata 
densità cellulare (Zhao, 2012). 
Tutti tre gli studi hanno dimostrato che i riarrangiamenti subiti dall’actina 
citoscheletrica in risposta a vari stimoli meccanici, sono associati a 
modificazioni dell’attività di YAP/TAZ. La GTPasi Rho è in grado di 
regolare la dinamica dell’actina citoscheletrica ed indirettamente 
promuovere così la proliferazione cellulare, ma anche i microtubuli 
presentano un ruolo nella regolazione della fosforilazione di YAP/TAZ 
(Zhao, 2012).  
Tali dati suggeriscono infine che il pathway Hippo potrebbe essere regolato 
da diversi tipi di strutture citoscheletriche cellulari, e tra queste in 
particolare l’actina sembrerebbe avere un ruolo di mediazione ed 
integrazione dei vari segnali a monte di tale pathway. 
Lo studio di Dupont ha inoltre mostrato come YAP/TAZ possa percepire la 
tensione cellulare: l’actinomiosina è presente in filamenti nelle cellule non 
muscolari, dove può determinare fenomeni di contrazione e tensione in 
seguito all’attivazione di RhoA (Clark, 2007). 
In ogni caso non è ancora completamente chiaro in che modo l’actina del 
citoscheletro trasmetta i segnali a monte ai componenti del pathway Hippo. 
 E’ stato visto che sia MST1/2 che Lats1/2 possono legare l’F-actina, e ciò è 
indicativo di un modello nel quale l’F-actina potrebbe regolare direttamente 
l’attività delle chinasi del pathway Hippo (Densham, 2009; Visser-Grieve, 
2011). 
Nelle cellule di mammifero, l’attività chinasica di Lats1/2 è chiaramente 
sensibile ai segnali mediati dai recettori annessi a proteine G ed alla densità 
cellulare, e necessaria per la regolazione di YAP/TAZ, ma lo stesso non vale 
per la fosforilazione e l’attività chinasica in vitro di MST1/2 (Mo, 2012; Yu, 
2012b; Zhao, 2012). 
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Intanto però, l’actina citoscheletrica può regolare la fosforilazione di 
YAP/TAZ attraverso un meccanismo Lats indipendente (Dupont, 2011; 
Miller, 2012). Il ruolo dell’F-actina per quanto concerne il pathway Hippo, 
inoltre, potrebbe essere indiretto: essa potrebbe funzionare come una sorta 
di piattaforma e facilitare la trasmissione del segnale tra i sistemi regolatori 
a monte e gli effettori del pathway Hippo. 
Come precedentemente esposto, il pathway Hippo è regolato in sintesi da: la 
polarità baso-apicale nelle cellule epiteliali, dalla polarità PCP, da stimoli di 
natura meccanica e dai sistemi recettoriali associati a proteine G. Il comun 
denominatore di questi meccanismi di regolazione risulta il coinvolgimento 
dell’actina citoscheletrica. L’integrazione dei molteplici segnali a monte del 
pathway Hippo da parte dell’F-actina potrebbe spiegare la regolazione 
dell’attività di YAP/TAZ in diverse condizioni: la funzionalità dell’actina è 
strettamente modulata dalla GTPasi Rho quando le cellule subiscono delle 
forze meccaniche o sono stimolate da ligandi extracellulari (Sah, 2000; 
Vogel e Sheets, 2006). E’ ben noto come alcuni ligandi di recettori associati 
a proteine G, quali LPA, S1P e trombina, inducano a livello cellulare una 
contrazione dei fasci di actina ( Miller, 2012; Mo, 2012; Yu, 2012b). 
D’altro canto alcuni fattori che si legano ai recettori GPCR con subunità α-s, 
come vasopressina, dopamina e PTH, impediscono invece la formazione dei 
fasci di actina (Ding, 1991; Egan, 1991b; Roma, 1998; Nguyen, 1999; 
Zhang, 2006). 
L’esistenza di un meccanismo di fosforilazione di YAP/TAZ dipendente 
dalla densità cellulare è suggerita dal fatto che gli stessi livelli di F-actina 
cellulare sono dipendenti da tale fattore (Zhao, 2007). 
Nelle cellule epiteliali l’actina citoscheletrica è più complessa e ciò è dovuto 
alla polarizzazione ed alle giunzioni intercellulari: ci sono networks di 
actina apicali o basali, alcuni fasci di actina sono connessi alle giunzioni 
apicali mediante proteine adattatrici quali le catenine, NF2 e AMOT e 
queste connessioni fisiche potrebbero creare una continuità tra le actine 
citoscheletriche di cellule adiacenti (Gjorevski, 2012; Baum e Georgiou, 
2011). 
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Nei cheratinociti e nelle cellule mammarie, la deplezione di Calcio porta ad 
una disgiunzione cellulare e ad un aumento della localizzazione nucleare di 
YAP/TAZ e ciò suggerisce il fatto che i chelanti del Calcio potrebbero 
regolare le funzioni intracellulari dell’actina (Ramachadran e Srinivas, 
2010).  
Comunque è anche possibile che gli effetti dei riarrangiamenti dell’actina 
sul pathway Hippo siano mediati da altri fattori; in ogni caso l’actina si 
presenta come il principale mediatore della regolazione di YAP/TAZ da 
parte di un ampio range di stimoli (Li e Gundersen, 2008). 
 
Regolazione del pathway Hippo: le implicazioni nei processi 
fisiologici e patologici 
 
(Fig.7) 
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Recentemente è stato visto che il pathway Hippo ha un ruolo nella 
regolazione delle funzioni delle cellule staminali e nel mantenimento della 
loro pluripotenzialità in embrioni umani e murini; risulta inoltre importante 
nella differenziazione delle cellule staminali mesenchimali ed anche nella 
miogenesi (Varelas, 2008; Alarcon, 2009; Lian, 2010; Qin, 2012). 
Complessivamente una grande varietà di segnali del microambiente può 
determinare la differenziazione cellulare attraverso la regolazione 
dell’attività di YAP/TAZ (Fig.7a). 
Il pathway Hippo è però anche coinvolto nella rigenerazione tissutale: il 
danno tissutale determina cambiamenti di tipo meccanico e biochimico nel 
microambiente ed un conseguente aumento dell’attività di YAP/TAZ che 
può facilitare il processo di guarigione della ferita (Fig.7b)(Cai, 2010; 
Balazs, 2001). 
YAP gioca un ruolo importante nelle fasi precoci dello sviluppo embrionale. 
In una normale blastocisti di topo YAP mostra una localizzazione nucleare 
nel trofectoderma ed una citoplasmatica nella massa cellulare interna; questa 
sua diversa distribuzione è importante per la specificazione delle linee 
cellulari discendenti nel preimpianto di un embrione di topo (Fig.7c) 
(Morin-Kensicki, 2006; Nishioka, 2009). 
La distribuzione dell’F-actina nelle cellule della blastocisti, inoltre, correla 
bene con quella di YAP: è dunque possibile che sia proprio l’actina 
citoscheletrica a determinare tale distribuzione, in questo contesto 
(Nishioka, 2009). 
Il pathway Hippo è ampiamente riconosciuto come  un sistema coinvolto 
nella regolazione delle dimensioni degli organi, sicuramente nella 
Drosophila, ma questo ruolo è conservato anche nelle cellule di mammifero 
(Camargo, 2007; Dong, 2007; von Gise, 2012). 
Recentemente è stata dimostrata una connessione tra il pathway Hippo e 
quello PI3K-TOR, preposto alla regolazione della crescita cellulare: il 
pathway Hippo potrebbe quindi controllare la dimensione degli organi in 
parte modulandone la crescita cellulare. E’ possibile che molteplici segnali a 
monte collaborino nel modulare tale pathway per determinare la dimensione 
finale degli organi (Zhang, 2011; Tumaneng, 2012a). 
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Le chinasi del pathway Hippo hanno generalmente la funzione di 
oncosoppressori, mentre Yki/YAP/TAZ quella di oncoproteine; spesso 
infatti nei tumori umani si è riscontrata un’elevata espressione ed una 
localizzazione nucleare di YAP o TAZ (Zhao, 2007; Chan, 2008; 
Steinhardt, 2008; Fernandez, 2009; Xu, 2009). 
Nella cavia, l’inattivazione a monte dei componenti del pathway Hippo 
conduce a sviluppo tumorale, mentre l’inattivazione genetica di NF2, noto 
oncosoppressore che agisce a monte di tale pathway, determina una 
sovraccrescita tissutale nella Drosophila e tumori nella cavia Chen, 2012; 
Lamar, 2012). 
YAP e TAZ inducono una transizione epiteliale-mesenchimale, fenomeno 
cruciale per il processo di metastatizzazione tumorale; il ruolo di YAP nella 
promozione delle metastasi tumorali è stato infatti recentemente dimostrato 
nel topo. 
Inoltre TAZ è in grado di sostenere il proprio rinnovamento e di indurre 
iniziazione tumorale nelle cellule staminali mammarie (Cordenonsi, 2011). 
Questi dati suggeriscono un importante ruolo del pathway Hippo nello 
sviluppo tumorale. 
La connessione tra il pathway Hippo, le forze meccaniche, i sistemi 
recettoriali associati a proteine G, apportano nuove conoscenze riguardo allo 
sviluppo tumorale. 
In seguito alla disgiunzione cellulare ed alla perdita della polarità cellulare, 
le cellule potrebbero formare ampie adesioni focali con ECM e dunque 
generare tensione cellulare; queste cellule potrebbero inoltre andare incontro 
a stimolazioni da parte dei ligandi GPCR (Fig.7d). L’attivazione di 
YAP/TAZ in queste condizioni potrebbe facilitare la proliferazione e 
migrazione cellulare. I GPCR hanno un ruolo cruciale nello sviluppo 
tumorale ed una loro disregolazione è stata identificata in vari tipi di tumori 
umani (Dorsam e Gutkind, 2007). 
I sistemi recettoriali associati a proteine G possono contribuire allo sviluppo 
tumorale in diversi modi (Fig.7e), ad esempio un’up-regolazione 
dell’espressione dei GPCR può attivare sistemi di segnalazione 
intracellulare automatici, come indica l’elevata espressione di PAR1 nei 
tumori mammari di alto grado (Hernandez, 2009). 
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Mutazioni attivanti dei GPCR sono state riscontrate in molti tumori, quali 
melanoma, tumore della tiroide, tumori ovarici ed endocrini. Inoltre, anche 
un’aberrante attività della GTPasi Rho può contribuire alla tumorigenesi, 
regolando l’attività di YAP/TAZ Lania, 2001; Sahai e Marshall, 2002; 
Metaye, 2005). 
In conclusione il pathway Hippo presenta un ruolo cruciale in processi 
fisiologici e patologici, ed interventi farmacologici a tale livello hanno 
diverse implicazioni critiche. E’ quindi molto importante capire come 
questo pathway sia regolato. 
La dinamica dell’actina citoscheletrica sembra agire come punto focale di 
diversi segnali del pathway, per modulare l’attività di YAP/TAZ, sia con un 
meccanismo Lats dipendente che con uno Lats indipendente.  
In ogni caso, a tale riguardo, diverse questioni rimangono ancora aperte. 
 
YAP1 E TUMORE 
 
YAP1 come oncogene 
 
Il pathway Hippo agisce su YAP1 determinandone la fosforilazione; ne 
impedisce così la traslocazione a livello nucleare, dove esso svolge di norma 
il ruolo di co-attivatore della trascrizione. La regolazione della 
fosforilazione e della localizzazione subcellulare di YAP1 e della proteina 
TAZ appaiono quindi critiche per le loro stesse funzioni. 
Nelle cellule di mammifero, quando il pathway Hippo è attivato, YAP1 e 
TAZ vengono fosforilati da diversi soppressori tumorali 1/2 (ad esempio 
Lats 1/2) a livello della regione Serina 127; questo inibisce la loro 
localizzazione a livello nucleare, conduce al loro legame con la proteina 14-
3-3 ed alla conseguente degradazione citoplasmatica ed inattivazione di 
YAP1 (Ren, 2010). 
Un altro importante regolatore a monte di YAP1 è Akt in quanto anch’esso 
fosforila YAP1 nel sito Ser127 in risposta ad agenti di danno al DNA;  ciò 
determina la ritenzione citoplasmatica di YAP1 e l’attenuazione dei processi 
di apoptosi mediati da p73 (Basu, 2003). 
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Oltre al pathway Hippo, ci sono molte altre proteine che regolano la 
funzione e la localizzazione di YAP1, mediante una ritenzione 
citoplasmatica indipendente dalla fosforilazione.  
La perdita del segnale del pathway Hippo od un’aberrante attivazione di 
YAP1 si traducono in un accumulo di YAP1 endogeno non fosforilato a 
livello nucleare e nella conseguente promozione dell’espressione dei geni 
per la proliferazione cellulare, mediante legame diretto con i loro fattori 
della trascrizione p73, RUNX e con quelli del dominio TEA.  
Molti partners di legame di YAP1 sono fattori di trascrizione, tra questi il 
più importante è quello appartenente alla famiglia TEAD: una riduzione dei 
TEAD od una distruzione del complesso YAP1-TEAD abolisce la 
trascrizione genica YAP1-dipendente e riduce così la proliferazione 
cellulare indotta da YAP1, la trasformazione in senso tumorale e la 
transizione epitelio-mesenchimale (EMT). 
CTGF è stato identificato come un gene target diretto di YAP1, importante 
per la proliferazione cellulare e la crescita ancoraggio indipendente (Zhao, 
2008); oltre al fattore di trascrizione TEAD, YAP 1 interagisce anche con 
smad, RUNX, ErbB-4 (Alarcon, 2009; Komuro, 2003) e p73. 
 Nelle vie di trasduzione del segnale TGF-β e BMP, smad1 è fosforilato ed 
attivato dalle CDK8 e CDK9, processo mediato dal reclutamento di YAP1 a 
livello dei siti di legami fosforilati.  In questo caso YAP1 sostiene l’attività 
di trascrizione dipendente da smad1 ed è necessario per la soppressione di 
BMP nella differenziazione neuronale delle cellule staminali dell’embrione 
di topo (Alarcorn, 2009). 
RUNX2 interagisce con YAP1 nella promozione della formazione di foci e 
della crescita cellulare ancoraggio indipendente, attraverso la modulazione 
dell’espressione della proteina p21 (CIP1) (Vitolo, 2007). 
YAP1 interagisce inoltre con il recettore e con la componente nucleare di 
ErbB-4 e sostiene così la sua capacità di trascrizione (Komuro, 2003).  
Oltre a promuovere la proliferazione cellulare e ad inibire l’apoptosi, YAP1 
è anche coinvolto nella mobilità e nell’ancoraggio cellulare ed agisce sulla 
migrazione delle linee cellulari tumorali di diversa origine, come indica il 
fatto che aumentati livelli di YAP1 contribuiscono alla crescita tumorale ed 
alla disseminazione, dopo trasformazione maligna (Overholtzer, 2006). 
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YAP1 come oncosoppressore 
 
E’ stato visto che YAP1 gioca un ruolo di oncosoppressore nei tumori del 
testa-collo (Ehsanian, 2010): in tali tumori infatti, è  stata riscontrata una sua 
ridotta espressione genica. Questa riduzione si associa ad una ridotta 
fosforilazione nucleare di AKT e YAP1 e ad un aumento dell’espressione di 
p73 (Yuan, 2008). 
Nel tumore della mammella, l’inibizione di YAP1 determina una 
soppressione critica per la progressione tumorale, ed un aumento della 
capacità di migrazione e di invasione cellulare. La riduzione di YAP1 nelle 
cellule epiteliali mammarie normali inibisce inoltre l’effetto, a livello del 
ciclo cellulare, del trattamento con Taxolo ed aumenta la capacità di 
trasformazione cellulare in vivo (Yu, 2013). 
YAP1 agisce quindi come oncosoppressore promuovendo l’apoptosi 
cellulare e l’inibizione dell’invasione tumorale e della metastatizzazione, in 
risposta al danno DNA, in molti diversi tipi di tumore, collaborando con p73 
e PML. 
I domini WW e PDZ di YAP1 sono critici per la sua funzione pro-
apoptotica (Oka, 2008); esso interagisce infatti con p53BP-2 in vitro ed in 
vivo, mediante i domini WW1 e SH3.  La fosforilazione di P53BP-2 a 
livello del dominio WW1 può regolare in senso negativo la formazione del 
complesso YAP1/p53BP2 ed inibire così la sua funzione pro-apoptotica.  
Successivi studi hanno confermato che YAP1 interagisce solo con i membri 
della famiglia p53 che possiedono un dominio di legame WW ben 
conservato; tra questi: p73α, p73β e p63α. 37 
Tra i membri della famiglia p53, p73 è il più noto partner di legame di 
YAP1 ed agisce come un oncosoppressore; YAP1 compete con la ligasi 
protein-ubiquitina E3 Itch per legare p73 e prevenirne la degradazione 
(Levy, 2008; Levy, 2007). 
In quest’ultimo studio è stato dimostrato un meccansimo grazie al quale 
YAP1 cambia il suo ruolo da oncogene anti-apoptotico a gene 
oncosoppressore pro-apoptotico. 
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YAP1 potenzia inoltre la funzione del fattore di trascrizione p73, 
reclutandolo e promuovendone la funzione nei confronti dei promotori dei 
geni dell’apoptosi, in seguito ad uno stimolo apoptotico.  
Esso ancora attiva direttamente la trascrizione di PML durante la risposta  
apoptotica,  sotto il controllo in senso negativo da parte delle chinasi proto-
oncogeniche Akt/PKB.  PML inoltre interagisce fisicamente con YAP1, 
attraverso i domini PVPVY e WW, potenziandone la stimolazione e la 
stabilizzazione. 
Queste considerazioni suggeriscono come YAP1 interagisca con PML e 
p73, in risposta al danno al DNA, e come esso potrebbe rappresentare un 
nuovo target terapeutico della terapia antitumorale (Lapi, 2008). 
Infine anche RASSF1A è un altro importante  regolatore a valle di 
YAP1/p73: il suo silenziamento, infatti, inibisce l’apoptosi dipendente da 
tale complesso (Yee, 2012; Matallanas, 2007). 
 
YAP1 e le cellule staminali 
 
YAP1 è espresso, in cellule staminali di diverso tipo, in modo molto elevato 
rispetto a cellule maggiormente differenziate. E’ stato dimostrato infatti che 
YAP1 è un fattore vitale nel mantenimento e nella proliferazione di tali 
cellule (Camargo, 2007; Lian, 2010). 
Esso si presenta inattivato durante la differenziazione delle cellule staminali 
embrionali ed aumenta invece nella riprogrammazione indotta delle cellule 
staminali pluripotenti. L’espressione ectopica di YAP1 impedisce la 
differenziazione delle cellule staminali embrionali, mantenendo il fenotipo 
staminale.  
Due più recenti studi hanno dimostrato che YAP1 controlla l’espansione 
delle cellule staminali intestinali durante la rigenerazione (Lian, 2010; Zhou, 
2011); la perdita di tale gene durante la rigenerazione risulta infatti in 
un’espansione delle cellule staminali intestinali e nella formazione di 
microadenomi (Barry, 2013). Tali considerazioni forniscono chiare evidenze 
di come YAP1 agisca come regolatore delle cellule staminali. 
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Interazioni con altri pathways 
 
La via di segnalazione Hippo/YAP è una componente di un ampio network 
di pathwaysi. Esso è infatti coinvolto nell’interazione con molti altri 
pathways di segnalazione come: TGFβ/SMAD (Varelas, 2010), EGFR (Yi, 
2010; Fan, 2013), Hedgehog (Fernandez, 2009), PI3K/mTOR (Tumaneng, 
2012), Wnt/β-catenina (Rosenbluh, 2012) e il pathway Notch 
(Tschaharganeh, 2013). 
Ad esempio YAP1 nelle cellule di mammifero può attivare  mTOR, un altro 
importante regolatore della crescita cellulare; l’oncosoppressore PTEN è un 
mediatore critico per l’interazione di YAP1 con mTOR, in quanto può 
attivare il pathway PI3K/mTOR per la regolazione della dimensione 
cellulare, la crescita tissutale e l’iperplasia. 
Recentemente è stato visto che YAP1 sopprime la crescita cellulare e la 
rigenerazione mediante inibizione del pathway Wnt durante la rigenerazione 
intestinale, sia nel topo che nell’uomo (Barry, 2013). 
 
Importanza clinica di YAP1 nei tumori umani maligni 
 
L’iperespressione di YAP1 è stata osservata in vari tipi di tumori solidi: ad 
esempio essa è frequente nel carcinoma esofageo a cellule squamose, 
probabilmente in relazione all’amplificazione del cromosoma 11q22 che 
contiene il gene YAP1 (Muramatsu, 2011).  L’iperespressione di tale gene a 
livello nucleare si associa ad una ridotta sopravvivenza, suggerendo che 
YAP1 svolga in questo tumore il ruolo di oncogene (Imoto, 2001). 
E’ stato inoltre visto che l’espressione di YAP1 è significativamente 
aumentata nei tumori della cervice, a confronto con il tessuto normale (Liu, 
2013); è interessante notare come l’espressione citoplasmatica di YAP1 in 
tale tumore si associ ad un più alto grado istologico, a metastasi linfonodali 
e ad una precoce recidiva. La sua espressione a livello nucleare è assente. 
E’ stato inoltre rilevato che nelle linee cellulari di tumori della cervice il 
silenziamento di YAP1, mediante tecniche di RNA-interference, induce una 
riduzione del potenziale oncogeno. 
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Determina inoltre  un significativo aumento della sensibilità al trattamento 
con cisplatino, con conseguente incremento della morte cellulare, mediante 
attivazione della caspasi 8 e della proteina PARP, mediatori essenziali nel 
processo di apoptosi (Lorenzetto, 2014). 
L’iperespressione nucleare di YAP1 è stata inoltre riscontrata in pazienti 
con epatocarcinoma ed identificata come un marker prognostico 
indipendente di ridotta sopravvivenza globale e libera da malattia (Xu, 
2009); tale iperespressione si associa anche a ridotta differenziazione 
tumorale ed elevati livelli sierici di a-fetoproteina. 
Per quanto riguarda il tumore dello stomaco, uno studio effettuato su 233 
pazienti ha riscontrato l’espressione di YAP1 nel 27,4% di tutti i tumori 
gastrici, nel 29,1% di quelli con sottotipo intestinale e nel 25,5% di quelli di 
tipo diffuso. 
Il tasso di sopravvivenza globale nei tumori positivi per YAP1 a livello 
nucleare è risultato peggiore rispetto al gruppo di tumori negativi; 
l’espressione nucleare di YAP1 è stata identificata come biomarker 
indipendente di ridotta sopravvivenza, soprattutto nei pazienti con il 
sottotipo intestinale di tumore dello stomaco (Song, 2012). 
E’ stata infine studiata l’espressione di YAP1 in 92 casi di tumore del 
polmone non a piccole cellule (NSCLC) ed in 20 campioni di tessuto 
polmonare normale: YAP1 è risultato espresso nel 66,3% dei casi, la metà 
dei quali presentava un’elevata espressione ed una localizzazione nucleare. 
L’espressione nel tessuto normale è risultata invece limitata agli pneumociti 
di tipo 2. 
Tale espressione genica ha mostrato una significativa correlazione con lo 
stadio pTNM e l’interessamento linfonodale e con una ridotta sopravvivenza 
globale nei pazienti con NSCLC (Wang, 2010). 
L’iperespressione di YAP1 in un’ampia varietà di tumori solidi, quali il 
tumore esofageo, cervicale, epatico, gastrico e il NSCLC e la sua 
associazione con una biologia tumorale più aggressiva ed una ridotta 
sopravvivenza, sono indicativi del fatto che YAP1 abbia un ruolo 
oncogenico ed anti-apoptotico in tali tipi tumorali, agendo a livello nucleare 
o citoplasmatico in base al tipo di tessuto. 
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Contrariamente all’iperespressione di YAP1 in molti tumori solidi, la sua 
perdita di funzione è stata osservata solamente nel tumore della mammella; 
esso è localizzato a livello del cromosoma 11q22-23, un locus che 
frequentemente va incontro a perdita di eterozigosi nel tumore della 
mammella.  
In tale neoplasia la perdita di 11q22-23 è stata associata ad una ridotta 
sopravvivenza, suggerendo come essa abbia un ruolo di soppressore 
dell’oncogenesi (Carter, 1994; Winqvist, 1995; Gudmundsson, 1995; 
Hampton, 1994; Tomlinson, 1995). 
E’ stato riscontrato che il normale tessuto mammario presenta un’intensa 
espressione nucleare di YAP1 sia nelle cellule mioepiteliali che in quelle 
luminali; Nell’iperplasia duttale atipica le cellule mioepiteliali mantengono 
l’intensa immunoreattività nucleare per YAP1, mentre quelle luminali 
presentano un pattern misto e ciò suggerisce che la perdita dell’espressione 
luminale di YAP1 sia un evento precoce nella trasformazione tumorale 
mammaria.  
Quando il tumore mammario invasivo si sviluppa da un carcinoma duttale in 
situ, più del 60% dei casi risulta negativo per YAP1; una significativa 
riduzione di tale gene è stata riscontrata nel carcinoma invasivo, a confronto 
con il normale tessuto mammario.  La riduzione dell’espressione di YAP1 è 
risultata inoltre associata in maniera significativa con la negatività per ER 
e/o PR, nel carcinoma invasivo; ciò lascia ipotizzare che YAP1 agisca in 
tale tumore con un ruolo oncosoppressivo (Tufail, 2012). 
Gli studi condotti da  Overholtzer (2006) e ripresi da E. Lorenzetto (2014), 
hanno evidenziato che l’iperespressione ectopica di YAP1 induce alterazioni 
tipiche di un fenotipo trasformato, come la crescita ancoraggio-
indipendente, EMT, proliferazione indipendente dai fattori di crescita, 
attivazione di AKT/ERK ed inibizione dell’apoptosi. 
Esistono infine dati discordanti per quanto riguarda l’espressione di YAP1 
nel tumore del colon-retto (CRC). Uno studio ha evidenziato una ridotta 
espressione di YAP1 nel tumore colon-rettale umano (Barry, 2013), mentre 
un altro ha riscontrato un’iperespressione di YAP1, prevalentemente a 
livello nucleare, in almeno il 52,5% dei 139 casi di CRC.  
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Quest’ultimo lavoro ha messo in luce una stretta correlazione tra 
l’espressione di YAP1 e lo stadio pTNM, l’interessamento linfonodale ed 
una ridotta sopravvivenza. Tale studio ha riscontrato inoltre che 
l’espressione di YAP1, correlata con quella della ciclina D1, nei pazienti 
con espressione sia di YAP1 che della beta-catenina nucleare, determina una 
peggior prognosi (Wang, 2013). 
Il tessuto mammario si differenzia dagli altri tumori solidi per l’esistenza di 
geni ormono-responsivi; oltre alla frequente perdita di 11q22-23, nelle 
cellule tumorali mammarie, l’interazione tra YAP1 ed il pathway ER/PR 
potrebbe determinare la funzione di YAP1 come oncosoppressore nel 
tessuto mammario e come oncogene negli altri tumori solidi.  
Il ruolo di YAP1 come oncogene o come oncosoppresore è chiaramente 
determinato da specifici stimoli esterni che agiscono a livello di una 
particolare cellula o tipo tumorale e che interagiscono con diversi fattori di 
trascrizione che legano YAP1 e con diversi pathways di segnalazione. 
E’ stato dimostrato che il recettore β-adrenergico è responsabile della 
traslocazione dobutamina-indotta di YAP1 a livello citoplasmatico,  
mediante sua fosforilazione nel sito Ser127 (Fujii, 2012; Bao, 2011). 
 
YAP1 promuove fenomeni di resistenza alla target therapy 
antitumorale diretta contro RAF e MEK 
 
L’attivazione del pathway MAPK, che comprende RAF, MEK ed ERK, 
risulta frequentemente presente nei tumori umani; in genere essa è mediata 
da mutazioni somatiche attivanti dei geni BRAF o RAS. 
La target therapy diretta contro tale via di trasduzione del segnale, costituita 
principalmente da inibitori di RAF e MEK, presenta un’efficacia clinica nel 
melanoma e nel tumore del polmone non a piccole cellule (NSCLC) positivi 
per mutazione di BRAF V600E. 
La risposta a tale terapia risulta però variabile, incompleta e soprattutto 
transitoria, per lo sviluppo di fenomeni di resistenza (Flaherty, 2012; 
Flaherty, 2010, Sosman, 2012 ): infatti, anche nelle fasi iniziali della terapia, 
alcuni pazienti con melanoma o NSCLC BRAF V600E mutati non 
rispondono, così come nessun paziente con tumore colon-rettale o tiroideo 
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BRAF V600E mutato (Flaherty, 2012; Flaherty, 2010, Sosman, 2012; 
Fordyce, 2013; Roth, 2010; Planchard, 2013; Lin, 2014; Prahllad, 2012; 
Corcoran, 2012; Montero-Conde, 2012; Rudin, 2013).  
In maniera simile, l’inibizione del pathway MAPK mediante target therapy 
con inibitore di MEK, si presenta ampiamente inefficace nei casi con 
mutazione di RAS, a causa di una primitiva resistenza (Adjei,2008; 
Janne,2013; Migliardi, 2012; Downward, 2003;Rudin, 2013; Young, 2009). 
Nel tempo sono stati condotti esperimenti volti a verificare se YAP1 agisca 
come uno stimolo alla sopravvivenza, responsabile dei fenomeni di 
resistenza nei confronti della target therapy effettuata con inibitori da RAF e 
MEK (mettere lavoro). 
In primo luogo sono state studiate cellule di NSCLC la cui crescita era 
dipendente dalla presenza della mutazione di BRAF V600E (Lin, 2014), con 
l’obiettivo di identificare i geni che, una volta silenziati, potenziavano la 
risposta all’inibitore di RAF. 
Tra questi è stato considerato YAP1, in quanto il suo silenziamento 
aumentava la sensibilità delle cellule non solo a Vemurafenib (inibitore 
selettivo di BRAF), ma anche a Trametinib (inibitore di MEK), presentando 
persino un effetto sul livello a cui l’inibitore di MEK otteneva la massima 
inibizione della crescita cellulare. 
Il silenziamento di YAP1 induce queste modificazioni solo a carico della via 
di trasduzione delle MAPK, in quanto non presenta nessun effetto ad 
esempio sulla sensibilità alla chemioterapia citotossica. 
E’ stato osservato anche che una stabile iperespressione di YAP1 o di TAZ 
(Hong, 2010) era responsabile di una ridotta sensibilità di tali cellule a 
Vemurafenib e Trametinib. 
Dato che la terapia svolta con inibitore di MEK risultava più efficacie 
rispetto a quella con inibitore di RAF in alcuni tumori con mutazione di 
BRAF non V600E (Hong, 2010), si è cercato di verificare se il 
silenziamento di YAP1 poteva aumentare la sensibilità a Trametinib nelle 
cellule di NSCLC con attivazione di MEK-ERK, ma con mutazione di 
BRAF di tipo G466V. 
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I risultati hanno rilevato che gli effetti della soppressione di YAP1, nella 
risposta all’inibitore di MEK, non erano limitati alle forme tumorali con 
mutazione di BRAF V600E. 
E’ stato quindi dimostrato come YAP1 possa modulare la risposta alla target 
therapy diretta contro RAF in modelli umani di NSCLC. 
In secondo luogo si è indagato sulla capacità di YAP1 di regolare la risposta 
alla terapia diretta ad inibire la via di segnalazione di BRAF, in altri tumori 
umani con mutazione di BRAF V600E, quali: melanoma, tumore del colon 
e della tiroide. In questi tumori è stata tra l’altro riscontrata l’espressione di 
YAP1 a livello nucleare. 
L’esito di tali esperimenti ha condotto alla constatazione che la soppressione 
di YAP1 determinava in vitro un aumento dell’efficacia sia di Vemurafenib 
che di Trametinib. 
 Ampliando il campo di ricerca ad uno studio in vivo, è stato inoltre visto 
che, nel melanoma, tale inibizione di YAP1 conduceva ad un’aumentata 
sensibilità a questi farmaci e ad una regressione tumorale nel trattamento 
con Trametinib. Un aumento dell’efficacia di tali terapie in vivo è stata 
riscontrata anche per il tumore del colon. 
Questi dati dimostrano che la soppressione di YAP1 potenzia l’effetto della 
terapia con inibitori di RAF e MEK in diversi tipi tumorali con mutazione di 
BRAF: non solo in quelli con una sensibilità cellulare intrinseca, ma anche 
in quelli con un’intrinseca resistenza alla monoterapia con tali inibitori. 
Si può quindi ipotizzare un definito ed ampio ruolo di YAP1 nello sviluppo 
della resistenza agli inibitori di RAF e MEK, in uno spettro di tumori con 
mutazione di BRAF. 
Altre sperimentazioni sono state condotte al fine di verificare se YAP1 
regoli la risposta all’inibizione del pathway MAPK in cellule tumorali con 
crescita dipendente dall’oncogene RAS (Pylayeva-Gupta, 2011). Non 
esistono ad oggi efficaci target therapy per pazienti con tumore RAS 
mutato; anche la terapia con inibitore di MEK mostra un’efficacia limitata 
(Adjei,2008; Janne,2013; Migliardi, 2012; Downward, 2003;Rudin, 2013; 
Young, 2009) per cui si è cercato di capire se la soppressione di YAP1 
poteva aumentare, in questi tumori, la risposta alla terapia. 
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Il silenziamento di YAP1 ha determinato effettivamente un’aumentata 
efficacia di Trametinib in diversi tumori, sia K-RAS che N-RAS mutati, in 
modelli di tumori umani NSCLC, melanoma ed adenocarcinoma 
pancreatico. 
Si è dunque potuto concludere che YAP1 regola la dipendenza 
dall’oncogene K-RAS in diversi tipi di tumore (Kapoor, 2014; Zhang, 2014; 
Shao, 2014). 
YAP1 può upregolare, a livello trascrizionale in alcuni tipi cellulari, 
l’espressione di specifici componenti anti-apoptotici, incluso BCL-xL, 
membro della famiglia BCL2 (Rosenbluh, 2012). E’ stato quindi ipotizzato 
che YAP1 possa regolare la soglia per l’induzione dell’apoptosi in corso di 
trattamento con RAF e MEK inibitori, promuovendo l’espressione di BCL-
xL come stimolo alla sopravvivenza parallelo, in cellule tumorali con 
oncogene BRAF.  
Il silenziamento di YAP1 in tali condizioni ha infatti condotto ad una ridotta 
espressione di BCL-xL nel NSCLC, nel melanoma, tumore del colon e della 
tiroide. 
Questi dati dimostrano che le vie di segnalazione di YAP e RAF-MEK 
lavorano in parallelo nel regolare i livelli di BCL-xL e ciò assicura che la 
soglia per l’induzione dell’apoptosi può essere raggiunta solo mediante 
inibizione contemporanea di entrambi i pathways.  
Si evince quindi il critico ruolo di BCL-xL come effettore grazie al quale 
YAP1 promuove i fenomeni di resistenza agli inibitori di RAF e MEK; 
ruolo confermato dal fatto che la sua inibizione farmacologica potenzia 
l’efficacia della target therapy in diverse linee cellulari tumorali con 
mutazione di BRAF V600E (Frederick, 2014). 
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YAP-1 E TUMORI TIROIDEI 
 
L'unico studio condotto fino ad oggi al fine di indagare  il ruolo di YAP1 nel 
tumore della tiroide è stato  svolto da Lee et al (2013). In tale studio è stata 
riscontrata un’iperespressione di YAP1 nel carcinoma tiroideo di tipo 
papillare (PTC) ed anaplastico ed una sua localizzazione nucleare con 
maggior frequenza nei PTC BRAF mutati.  
Nelle linee cellulari di tumore della tiroide senza mutazione di BRAF, 
YAP1 è risultato prevalentemente presente in forma inattiva a livello 
citoplasmatico, in una condizione di elevata densità cellulare. Viceversa 
YAP1 è apparso ritenuto nel nucleo ed i suoi geni target, nelle linee cellulari 
di tumore della tiroide con mutazione di BRAF, sono risultati iperespressi in 
maniera indipendente dalla densità cellulare. 
La localizzazione nucleare di YAP1 nelle cellule tumorali della tiroide, non 
è influenzata dagli inibitori delle RAF chinasi. 
 La presenza della mutazione di BRAF V600E induce un cambiamento 
strutturale della rispettiva proteina, mimandone la conformazione attiva; 
questa mutazione è quindi associata ad un’aumentata attività chinasica, 
collegata alla trasformazione cellulare.  
In questo studio sono stati condotti esperimenti, utilizzando inibitori di 
BRAF ad ampio spettro (Sorafenib), inibitori selettivi di BRAF V600E ed 
inibitori di MEK, per verificare la loro capacità di inibire la localizzazione 
nucleare di YAP1, nelle linee cellulare BRAF mutate. 
Il risultato ottenuto ha evidenziato la persistenza nucleare di YAP1 in 
condizioni di alta e bassa densità cellulare, nonostante l’utilizzo di tali 
inibitori, che hanno effettivamente inibito la fosforilazione di ERK. 
Si è concluso dunque che tale mutazione è in grado di ritenere YAP1 a 
livello nucleare in maniera indipendente dall’attività di RAF e dal pathway 
MEK/ ERK. 
Esperimenti in vitro hanno inoltre dimostrato che YAP1 presenta un ruolo 
nell’invasione tumorale nel carcinoma tiroideo, in accordo con gli 
esperimenti condotti in vivo. 
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Recentemente è stata dimostrata la presenza della molecola di adesione 
L1CAM a livello della membrana cellulare del sito di invasione tumorale, 
suggerendone la stretta associazione con l’invasione e la progressione 
tumorale stessa (Raveh, 2009); YAP1 e L1CAM sono stati ipotizzati come 
nuovi target della via di segnalazione Wnt/βcatenina (Gavert, 2005; 
Konsavage, 2012).  
E’ stato inoltre riportato che L1CAM svolge un importante ruolo nel 
determinare il comportamento e la chemiosensibilità del tumore anaplastico 
della tiroide (Kim, 2012), per cui, sulla base di questi dati, è stato ipotizzato 
un effetto sinergico di L1CAM e YAP1 nelle trasformazioni dal fenotipo 
epiteliale a quello mesenchimale, con conseguente invasione dei tessuti 
adiacenti.  
Il silenziamento di YAP1 determina una riduzione dell’invasione tumorale e 
delle metastasi a distanza in un modello di tumore della tiroide: i tumori 
derivanti dalle linee cellulari tumorali BRAF mutate con silenziamento di 
YAP1 si sono dimostrati meno invasivi e con meno foci metastatici rispetto 
a quelli derivanti dalle linee cellulari di controllo. 
I dati hanno suggerito che la ritenzione nucleare di YAP1 nel tumore della 
tiroide potrebbe essere un evento caratteristico nell’escape dai sistemi di 
controllo della dimensione degli organi. 
Tale studio ha inoltre dimostrato che YAP1 presenta una chiara associazione 
con l’invasione tumorale in vitro ed in vivo. 
In conclusione, la presenza nucleare di YAP1 sembra associata sia 
all’estensione extratiroidea del tumore della tiroide in pazienti con PTC 
BRAF V600E mutati, che con caratteristiche di aggressività, quali 
migrazione, invasione locale e metastasi a distanza. 
L’attivazione nucleare di YAP1 nelle linee cellulari BRAF mutate, si 
presenta inoltre resistente agli inibitori di RAF, BRAF V600E e MEK.  
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SCOPO DELLO STUDIO 
 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di capire il reale ruolo di YAP1 nel 
tumore tiroideo e come la sua iperespressione possa influenzare la prognosi 
e l'outcome di tale neoplasia. 
Per fare questo abbiamo coinvolto 105 pazienti di cui erano note tutte le 
caratteristiche clinico-patologiche e che fossero stati clinicamente seguiti 
presso il medesimo centro, per un periodo di tempo sufficientemente lungo 
(follow-up medio 15 anni) per un'eventuale insorgenza di recidiva o 
metastatizzazione a distanza. 
 
MATERIALI E METODI 
 
Questo studio ha coinvolto 96 pazienti con carcinoma papillare sottoposti a 
tiroidectomia totale e subtotale presso la sezione di Endocrinochirurgia del 
Dipartimento di Patologia Chirurgica, Medica, Molecolare e dell'Area 
Critica dell'Università degli Studi di Pisa, tra il 1985 ed il 1992. Tutti i 
pazienti sono stati clinicamente seguiti presso i reparti dell'Endocrinologia  
del Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, dell'Università degli 
Studi di Pisa. Ogni paziente, ancora in vita, ha acconsentito allo studio 
tramite un consenso informato approvato dal comitato etico istituzionale.  
Come controlli sono stati coinvolti anche 9 pazienti con carcinoma poco 
differenziato o anaplastico della tiroide chirurgicamente e clinicamente 
seguiti preso gli stessi istituti. 
I preparati istologici di tutti pazienti appartengono agli archivi della sezione 
di Anatomia Patologica dell'Università di Pisa. 
Ogni vetrino colorato con ematossilina-eosina di tutti i  pazienti coinvolti 
nello studio è stato rivalutato indipendentemente da due patologi esperti 
(CU, FB). Il tasso di concordanza diagnostica si è attestato intorno al 98%. I 
rari casi discordanti sono stati eliminati dallo studio.  
I tumori sono stati riclassificati secondo i criteri istopatologici del WHO 
2004 (DeLellis, 2004).   
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Per tutti i  casi sono stati valutati i dati clinico-patologici come l'età, il sesso, 
la dimensione del tumore, l'istotipo, l'assenza di capsula tumorale, la 
presenza di infiltrazione extratiroidea, la presenza di multifocalità,  la 
presenza di metastasi linfonodali o a distanza. Per ogni caso è stata ricercata 
e segnalata la presenza di aree di minor differenziazione, anche focale. 
Per tutti i casi sono stati valutati anche i dati sulla persistenza di malattia, e 
la sopravvivenza quali la morte per carcinoma, l'intervallo libero da malattia 
(DFS), e la sopravvivenza totale (OS).  
 
Outcome clinico   
Al momento dello studio, i  pazienti avevano un follow up medio di 15 anni 
( range da 1 a 24; mediana +/- DS, 18 +/- 6,18). In accordo con le linee 
guida correnti per la diagnosi e la gestione dei tumori della tiroide, i pazienti 
sono stati considerati come guariti nel momento in cui i risultati 
dell’ecografia del collo in aggiunta alla whole body scan erano negativi e la 
tireoglobulina sierica insieme agli anticorpi anti-tireoglobulina risultavano 
indosabili dopo prelievo di ormone tiroideo o stimolazione mediante 
ormone tireo-stimolante (TSH). 
 I pazienti deceduti per cause non relative al carcinoma tiroideo sono stati 
considerati guariti o meno, in base alla condizione clinica al momento del 
decesso. 
Al termine dello studio 80 dei 96 pazienti (83,3%) erano guariti. Al 
contrario 16 pazienti (17 %) presentavano ancora malattia, e tra questi, 4/16 
(22%) erano deceduti per malattia. 
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Immunoistochimica 
La valutazione dell'espressione di YAP-1 è stata effettuata mediante la 
metodica immunoistochimica. Per lo studio sono stati acquistati i seguenti 
materiali: anticorpo monoclonale anti-mouse anti-YAP-1 (Abcam, 
Cambridge, UK)., ultraview detection kit; dispenser di soluzione inibitrice 
(con 3% di H2O2); dispenser di anticorpo secondario biotinilato, Ig 
purificate goat-anti-mouse e goat-anti-rabbit PBS; dispenser SA-HRP 
coniugato, streptavidina-perossidasi in protein stabilizer e 0,05% di ProClin 
300; dispenser soluzione di perossido di idrogeno (0,04%-0,08% di H2O2 in 
soluzione tampone); dispenser di soluzione substrato di diamminobenzidine 
(DAB) 2 g/l in soluzione tampone; dispenser copper sulfate 5g/l in 
soluzione buffered (Ventana medical system, Tucson, AZ, USA). Degli stessi 
casi rivalutati all’ematossilina-eosina, sono stati prelevati campioni di 
tessuto da destinare all’immunoistochimica, provenienti da materiale da 
archivio dell’U.O. Anatomia Patologica III dell’Università di Pisa, 
precedentemente fissati in formalina tamponata al 10% e inclusi in paraffina 
(Diawax, Diapath, Martinengo (Bg), Italy). 
Sezioni consecutive di tessuto incluso in paraffina sono state sottoposti a 
colorazione immunoistochimica automatica Ventana medical system 
utilizzando il kit ultraview detection, che usufruisce di un sistema 
streptavidina-biotina indiretto per visualizzare anticorpi primari anti-mouse 
o secondari anti-rabbit. 
Le sezioni vengono quindi dotate di codice a barre per la lettura ottica e 
alloggiate all’interno del rotore apposito del macchinario. Seguono steps 
successivi di: 
 sparaffinatura 
 trattamento con soluzione inibitrice, ottimizzata per rimuovere 
l’attività della perossidasi endogena, per 4 minuti a 37°C; 
 risciacquo;  
 applicazione dell’anticorpo primario e incubazione per 4 minuti tra i 
37 e i 42 °C; 
 risciacquo; 
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 applicazione dell’anticorpo secondario biotinilato e incubazione per 
8 minuti a 37°C; 
 risciacquo; 
 applicazione della streptavidina-HRP per un tempo ottimale di 8 
minuti a 37°C; 
 risciacquo; 
 la soluzione ultraview viene mischiata con una soluzione di 
perossido di idrogeno e applicata sui vetrini per 8 minuti a 37°C; 
 risciacquo; 
 applicazione della Copper DAB enhancer per 4 minuti a 37°C, 
agitando. 
 
Valutazione dei reperti immunoistochimici 
 
L'espressione di YAP-1 è stata valutata indipendentemente da due differenti 
esaminatori (C.U. and F.B.) in cieco rispetto ai dati anatomo-clinici, nelle 
cellule tumorali. 
La positività del campione è stata definita sulla base della colorazione 
nucleare e nucleare/citoplasmatica e del numero di elementi positivi ad alto 
ingrandimento (40X) per almeno il 25% dell'estensione tumorale.    
 
Biologia Molecolare 
 
Analisi mutazionale di BRAF 
L'analisi mutazionale di BRAF è stata effettuata su 64 dei 96 casi. Sono stati 
esclusi campioni eccessivamente vecchi di cui era ignota la modalità di cui 
processazione e fissazione.  
In tutti i 64 campioni disponibili per l'analisi, la ricerca di mutazione di 
BRAF è stata eseguita in accordo con le procedure standard usando 
un'analisi  High Resolution Melt (HRM) seguita dal sequenziamento di 
Sanger. Brevemente, primers di 167 paia basi (bp) dell'amplicone dell'esone 
15 di BRAF sono stati disegnati. La sequenza utilizzata è stata TCC TTT 
ACT TAC TAC ACC TCA GAT e AGT GGA AAA ATA GCC TCA AT. 
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Il DNA (∼80 ng) è stato amplificato in un volume finale di 25 µl contenente 
12.5 µl Master Mix (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), 0.8 µmol/l di ogni 
primer e 1 µl of EvaGreen 20X. La PCR e l'HRMA sono state eseguite con 
il Rotorgene 6000™ real-time analyzer (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).  
Le condizioni per la PCR sono state le seguenti: 95 °C per 15 minuti seguiti 
da 45 cicli di 30 secondi a 95 °C, 45 secondi a 56 °C e 60 secondi a 72 °C. 
Dopo l'amplificazione, il prodotto della PCR è stato denaturato a 95°C per 1 
minuto e portato a 40°C per 1 minuto. Una high-resolution melting curve è 
stata immediatamente prodotta tra 75 °C e 85 °C in incremento di 0.1 
°C/secondo. I risultati sono stati analizzati tramite Rotorgene Series 
software V1.7.  
Tutti gli HRMA risultati alterati, e una parte dei prodotti di PCR non alterati 
sono stati sequenziati. 
 
Metodi statistici 
La sopravvivenza totale o overall survival (OS) è stata definita come il 
tempo  intercorso tra la data dell'intervento chirurgico e la data del decesso 
per carcinoma del paziente o come il tempo  intercorso tra la data 
dell'intervento chirurgico e la data dell'ultimo follow-up. L'intervallo libero 
da malattia o disease-free survival (DFS) è stato definito come il tempo  
intercorso tra la data dell'intervento chirurgico e la data di insorgenza di 
recidiva locale o metastasi.  
Il test del χ2 è stato usato per analizzare le correlazioni finali tra 
l'espressione di YAP-1 ed i dati clinico-patologici. Le curve di 
sopravvivenza sono state analizzate e create  con l'analisi di Kaplan-Meier. 
La significatività statistica è stata attribuita con il log-rank test. Valori di 
P<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. Per tutta l'analisi 
statistica è stato utilizzato il software Statistica 6.0 (StatSoft, Inc. Tulsa, 
OK).  
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RISULTATI  
Tra i 105 tumori della nostra casistica, 96 (91%) sono risultati PTC e 9 casi 
controllo (8,5%) ATC.  
Tra i 96 casi di PTC 74 (77%) erano di sesso femminile e 22 (23%) 
maschile.  
L'età media è risultata di 42,23 anni. La dimensione mediana del tumore è 
risultata di 2.14 cm (+/- 1,33). 
La variante di carcinoma papillare più presente è risultata la variante 
classica con 71/96 casi (74%), a seguire la variante follicolare (12/96), la 
variante solida (8/96), la variante a cellule alte (3/96), le varianti ossifila e 
sclerosante diffuse (1/96 entrambi).  
Dei 96 casi 15 (15.6%) si presentavano con più di un focus, 74 (86%) non 
presentavano una capsula tumorale e di questi 24 presentavano infiltrazione 
dei tessuti extratiroidei, 30 (32%) presentavano alla diagnosi o hanno 
sviluppato nel corso del follow-up  metastasi linfonodali e 5 (5,2%)  
metastasi a distanza. Ottanta (83%) dei 96 pazienti è risultato libero da 
malattia per l'intero periodo del follow-up e 16 (17%) con malattia 
persistente. Infine quattro (4,16%) sono deceduti per malattia. 
Dei 9 casi controllo con carcinoma poco differenziato o anaplastico tiroideo 
2 (22,2%) erano di sesso femminile e 7 (77,8%) maschile.  
L'età media è risultata di 59.33. La dimensione mediana del tumore è 
risultata 6 cm (+/- 2,3). 
Tutti i 9 casi non presentavano una capsula tumorale e tutti presentavano 
infiltrazione dei tessuti extratiroidei. Tutti i 9 pazienti presentavano malattia 
persistente ed 8 su 9 sono deceduti per malattia. Un solo caso su 9 
presentava malattia multifocale. Quattro (44,4%) presentavano alla diagnosi 
o hanno sviluppato nel corso del follow-up metastasi linfonodali e 2 
(22,2%)  metastasi a distanza. 
Del totale dei 105 casi/controlli 77/105 (73,3%) sono risultati positivi per 
l’espressione di YAP-1, mentre 28/105 (26,6%) negativi (Tabella1). Nel 
gruppo dei PTC 68 (64,7%) sono risultati positivi per YAP-1, mentre tutti 9 
(8,5%) casi sono risultati positivi nel gruppo degli ATC.  
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Le zone con immunocolorazione positiva per YAP-1 avevano prevalente 
localizzazione nei nuclei delle cellule tumorali. In rari campioni si sono 
osservate zone marcate sia nel nucleo che nel citoplasma. 
L'analisi mutazionale di BRAF è stata effettuata solo su 64 dei casi 96 casi 
di carcinoma papillare. Sono stati esclusi campioni fissati e processati prima 
del 1987 quando non vigevano protocolli standardizzati ed in sostanza erano 
a noi sconosciuti la modalità ed i reagenti utilizzati. 
La ricerca di mutazione di BRAF è stata effettuata su tutti i casi controllo. 
Dei 64 casi di carcinoma papillare analizzati 23 (35,9%) sono risultati 
mutati per BRAF (V600E) e 41 wild-type. 
Dei 9 casi controllo analizzati per la mutazione di BRAF tutti sono risultati 
wild-type. 
Considerando l'intero gruppo, l’espressione di YAP-1 risulta correlata 
significativamente con l'assenza di capsula tumorale (P=0,0223) e la 
presenza di infiltrazione dei tessuti extra-tiroidei (P=0,035) (Tabella1)  
Non è stata riscontrata nessuna associazione tra l’espressione di YAP-1 ed 
età, sesso, dimensione del tumore, istotipo, multifocalità, metastasi 
linfonodali e metastasi a distanza. 
Sono, invece, state evidenziate correlazioni altamente significative tra 
l’espressione di YAP-1 e persistenza di malattia (P=0,0023) (Tabella1) e tra 
l’espressione di YAP-1 e decesso per carcinoma (P=0,04) (Tabella1). 
Invece nessuna correlazione è stata trovata con la sopravvivenza globale o la 
sopravvivenza libera da malattia, inoltre lo studio non è riuscito ad 
evidenziare una correlazione tra l’espressione di YAP-1 ed i casi BRAF. 
Nel gruppo dei carcinomi papillari l’espressione di YAP-1 risulta correlata 
significativamente con la presenza di infiltrazione dei tessuti extra-tiroidei 
(P=0,014), mentre si perde la significativa associazione con l'assenza di 
capsula tumorale (P=0,06).  
Anche in questo gruppo non è stata riscontrata nessuna associazione tra 
l’espressione di YAP-1 ed età, sesso, dimensione del tumore, istotipo, 
multifocalità, metastasi linfonodali e metastasi a distanza. 
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Rimane una correlazione altamente significativa tra l’espressione di YAP-1 
e persistenza di malattia (P=0,0093) e mentre la correlazione tra 
l’espressione di YAP-1 e decesso per carcinoma non risulta più significativa 
(P=0,22). 
Anche in questo gruppo nessuna correlazione è stata trovata con la 
sopravvivenza globale o la sopravvivenza libera da malattia, e non si è 
evidenziata una positiva associazione tra l’espressione di YAP-1 ed i casi 
BRAF. 
 
TABELLA 1 
 
 
Caratteristiche 
clinico-patologiche 
YAP-1-positivi 
N=77 
YAP-1-
negativi N=28 P 
Numero (%) Numero (%) 
Presenza di capsula 
tumorale 
   
Sì 5 (76,4) 6 (32,1) P=0,0
04 No 72 (93,5) 19 (67,8) 
Invasione 
extratiroidea 
   
Sì 35 (45,4) 4 (14,3) P=0,0
35 No 42 (54,6) 24 (85,7) 
Outcome clinico    
Curati 55 (71,4) 28 (100) P=0,0
023 Non curati 22 (28,6) 0 (0) 
Tasso di 
sopravvivenza 
   
Viventi 65 (84,4) 28 (100) P=0,0
4 Deceduti 12 (15,6) 0 (0) 
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(Fig.8.Colorazione immunoistochimica di YAP-1: A. colorazione 
citoplasmatica e nucleare in un carcinoma papillare tiroideo (ingrandimento 
20X); B. colorazione citoplasmatica in un carcinoma papillare tiroideo 
(ingrandimento 20X); C. e D. colorazione citoplasmatica e nucleare in 
carcinomi anaplastici tiroidei (ingrandimento 20X)). 
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DISCUSSIONE 
 
L’iperespressione di YAP1 è stata osservata in vari tipi di tumori solidi 
come nel carcinoma esofageo a cellule squamose (Muramatsu, 2011), 
nell'epatocarcinoma e nei NSCLC.  In questi tumori l’iperespressione di 
YAP-1 assume particolare importanza se localizzata a livello nucleare e si 
associa ad una ridotta sopravvivenza, suggerendo che YAP1 svolga in 
queste neoplasie il ruolo di oncogene (Imoto, 2001). 
E’ stato inoltre osservato che l’espressione di YAP1 è significativamente 
aumentata nei tumori della cervice uterina, a confronto con il tessuto 
normale (Liu, 2013); è interessante notare come l’espressione citoplasmatica 
di YAP1 in tale tumore si associ ad un più alto grado istologico, a metastasi 
linfonodali e ad una precoce recidiva. La sua espressione a livello nucleare 
pare assente. 
La presenza di iperespressione di YAP-1 è stata descritta anche nei 
carcinomi tiroidei in un recente lavoro di Lee et al. grazie al quale, con 
esperimenti in vitro ed in vivo, è stato dimostrato che YAP1 presenta anche 
un ruolo nell’invasione tumorale nel carcinoma tiroideo.  
I meccanismi d'azione sono sicuramente correlati con l'interazione che 
YAP-1 acquista con differenti pathways coinvolti nell'oncogenesi e/o nella 
progressione tumorale come il pathway MAPK, che comprende RAF, MEK 
ed ERK, e che risulta frequentemente da mutazioni somatiche attivanti dei 
geni BRAF o RAS. 
Esperimenti in vitro sono stati condotti su cellule V600E BRAF mutate 
(Lin, 2014), con l’obiettivo di identificare i geni che, una volta silenziati, 
potenziavano la risposta all’inibitore di RAF; tra questi è stato identificato 
YAP1. Il suo silenziamento aumentava infatti la sensibilità delle cellule non 
solo a farmaci inibitori selettivi di BRAF, ma anche ad inibitore di MEK, 
presentando persino un effetto sul livello a cui l’inibitore di MEK otteneva 
la massima inibizione della crescita cellulare. 
E’ stato osservato anche che una stabile iperespressione di YAP1 o di TAZ 
(Hong, 2010) era responsabile di una ridotta sensibilità di tali cellule a 
farmaci. 
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Il nostro studio ha estesamente confermato su un numeroso gruppo di 
pazienti (oltre il 73%) la presenza di iperespressione di YAP1. Quasi tutti i 
tumori presentavano una colorazione immunoistochimica nucleare. 
Non solo abbiamo ampiamente dimostrato, per la prima volta, come la 
presenza di YAP1 correli con fattori clinico-patologici predittivi di peggior 
prognosi, come l'assenza di capsula tumorale (P=0,0223) e l'infiltrazione dei 
tessuti extratiroidei (P=0,04), ma anche che YAP1 influisce negativamente 
sulla persistenza di malattia (P=0,0023) e sulla sopravvivenza (P=0,04). 
Tali dati si confermano andando anche ad analizzare il gruppo costituito dai 
carcinomi con prognosi migliore cioè i carcinomi papillari con significativa 
correlazione con l'infiltrazione dei tessuti extratiroidei (P=0,014) e con 
persistenza di malattia (P=0,0093). Non risulta più significativa la 
correlazione con la sopravvivenza. Questo potrebbe essere facilmente 
spiegabile dal fatto che solo pochissimi pazienti di questo gruppo erano 
deceduti per malattia. 
Inaspettatamente, nella nostra casistica, nessuna correlazione significativa è 
stata osservata tra espressione di YAP1 e mutazione di BRAF. 
Concludendo YAP1 può essere considerato un eventuale marcatore 
prognostico nel carcinoma tiroideo, ma estremamente interessante sarebbe 
riuscire ad individuare il meccanismo con cui YAP-1 riesce ad agire a 
livello cellulare, più precisamente nucleare, andando ad interferire con le 
differenti cascate geniche coinvolte nell'oncogenesi e progressione 
tumorale. 
Per fare questo sono sicuramente necessari ulteriori studi ed 
approfondimenti. 
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